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O continente Antártico alberga regiões heterogêneas, principalmente temperaturas 
baixas, alta incidência de radiação UV e déficit hídrico. Portanto, os micro-organismos 
que sobrevivem e se desenvolvem nesse ambiente possivelmente apresentam uma 
versatilidade metabólica de grande interesse biotecnológico, incluindo a produção de 
uma gama de enzimas (esterases, lipases e quitinases, entre outras) adaptadas ao 
frio. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi selecionar bactérias isoladas 
de amostras marinhas e terrestres da Antártica para produção de esterase, lipase e 
quitinase, com posterior ênfase na quantificação e otimização da produção de 
quitinase. Para isto, foi utilizado um acervo de 560 bactérias previamente isoladas a 
partir de amostras diversas do Continente Antártico. O maior número de isolados 
positivos foi para esterase (n = 186, 33,21%), seguido de lipase (n = 109, 19,46%) e 
quitinase (n = 73, 13,03%). Das bactérias produtoras de quitinases, 20 foram 
confirmadas em ensaio individual a 5 e 15 °C até 326 h de incubação e foram 
identificadas por análise filogenética do gene RNAr 16S como Arthrobacter 
psychrochitiniphilus (n = 18), Arthrobacter cryoconiti (n = 1) e Curtobacterium luteum 
(n = 1), todas pertencentes ao filo Actinobacteria. Três isolados produtores de 
quitinases (492, 458 e 441) foram selecionados para os ensaios posteriores de curva 
de crescimento e quantificação de proteínas totais (BCA) e da atividade enzimática 
através dos métodos de ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) e do reagente quitina azul da 
Sigma. O melhor isolado foi A. psychrochitiniphilus 492, apresentando 10,35 U/mL de 
quitinase e 28,80 U/mL de açúcares redutores (N-acetilglucosamina) em 80 horas de 
incubação. Também foi verificado o efeito da temperatura no crescimento dos isolados 
selecionados, sendo que A. psychrochitiniphilus 492 e A. psychrochitiniphilus 441 
foram identificados como psicrófilos e Curtobacterium luteum 458 como mesófilo 
psicrotolerante. A. psychrochitiniphilus 492 foi então selecionada para a etapa 
seguinte de otimização da produção de quitinase utilizando o planejamento 
experimental de Placket-Burman (PB), no qual foi avaliado o efeito de nove variáveis 
independentes, seguido por um segundo planejamento PB, um fatorial fracionado 25-
1, e por fim um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). Os resultados 
obtidos permitiram estabelecer o pH e a temperatura ótima e um aumento de 7,7 vezes 
na produção de quitinase. Estes resultados confirmaram o ambiente Antártico como 
um arsenal de grande valor para produção de enzimas com diferentes possibilidades 
de aplicações biotecnológicas e industriais, reforçando assim a importância de 
pesquisas neste continente poliextremo e o conhecimento de seus recursos 
microbianos. 




The Antarctic continent hosts heterogeneous regions, mainly low temperatures, 
high incidence of UV radiation and water deficit. In this sense, microorganisms that 
survive and develop in this environment possibly harbor a metabolic versatility of great 
biotechnological interest, including the production of a range of enzymes (esterases, 
lipases and chitinases, among others) adapted to cold. In this context, the objective of 
the present work was to select bacteria isolated from marine and terrestrial samples of 
Antarctica for the production of esterase, lipase and chitinase, with further emphasis 
on the quantification and optimization of chitinase production. For this, a collection of 
560 bacteria previously isolated from diverse samples of the Antarctic continent was 
surveyed. The highest number of positive isolates was for esterase (n = 186, 33.21%), 
followed by lipase (n = 109, 19.46%) and chitinase (n = 73, 13.03%). Twenty bacteria 
were confirmed as chitinase-producing strains in individual tests at 5 and 15 °C up to 
326 h incubation and were identified based on phylogenetic analysis of the 16S rRNA 
gene as Arthrobacter psychrochitiniphilus (n = 18 ), Arthrobacter cryoconiti (n = 1) and 
Curtobacterium luteum (n = 1), all belonging to the phylum Actinobacteria. Three 
chitinase-producing isolates (492, 458 and 441) were selected for further growth curve 
assay and quantification of total proteins (kit BCA) and enzymatic activity using 3, 5-
dinitrosalicylic acid (DNS) and the method using Sigma's chitin blue reagent. The best 
isolate was A. psychrochitiniphilus 492, which showed 10.35 U/mL of chitinase and 
28.80 U/mL of reducing sugars (N-acetylglucosamine) in 80 hours of incubation. 
Analysis of the effect of temperature on the growth of the selected isolates showed that 
A. psychrochitiniphilus 492 and A. psychrochitiniphilus 441 are psychrophilic and 
Curtobacterium luteum 458 is a psychrotolerant mesophile. A. psychrochitiniphilus 492 
was then selected for further optimization of chitinase production using the Placket-
Burman (PB) experimental design, in which the effect of nine independent variables 
was evaluated, followed by a second planning PB, a fractionated factorial 25-1, and 
finally a Central Composite Rotatable Desing (DCCR). The results obtained allowed to 
establish the optimum pH and temperature and a 7.7-fold in the chitinase production. 
Results gathered in this study confirmed the Antarctic environment as an arsenal of 
great value for the production of enzymes with different possibilities of biotechnological 
and industrial applications, thus reinforcing the importance of research in such 
polyextreme continent and the knowledge of its microbial resources. 
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A Antártica é o continente mais inóspito da Terra, possuindo características 
ambientais bastante adversas, como extremos de temperatura, radiação e 
disponibilidade de água na forma líquida. Além das características ambientais típicas 
das regiões polares, algumas ilhas que compõem o arquipélago das Shetland do Sul 
(Antártica marítima) são de origem vulcânica e, assim, possuem também 
características de regiões geotérmicas, como a ilha Deception. 
Um ambiente com aspectos tão particulares, como a Antártica, abriga uma 
diversidade microbiana de inestimável valor ambiental e biotecnológico, pois em 
diferentes nichos desse continente existe apenas a presença da vida de origem 
microbiana. Nessa perspectiva, o conhecimento sobre a diversidade funcional 
bacteriana presente nesse ambiente tem levado à descoberta de novas biomoléculas, 
como as enzimas, especialmente as hidrolases, além de novos genes, dentre eles, 
genes relacionados a diferentes mecanismos de adaptação às baixas temperaturas e 
de resistência às altas concentrações de diferentes elementos químicos (incluindo 
metais pesados) com potencial aplicação biotecnológica. 
Os estudos sobre a taxonomia, ecologia, bioquímica e fisiologia dos 
organismos psicrofílicos e psicrotolerantes vêm se intensificando nos últimos anos e 
revelando novos organismos e propriedades, o que torna os micro-organismos 
associados ao ambiente Antártico promissores para o setor biotecnológico (LOOSE, 
2011). Nesse sentido, as enzimas microbianas são especialmente atraentes, devido 
principalmente à versatilidade biotecnológica (SILVEIRA, 2014). 
Uma característica fundamental dos micro-organismos adaptados ao frio é que 
suas enzimas são altamente estáveis em temperaturas baixas e ainda, em 
temperaturas próximas à ótima para catálise, apresentam comportamento 
diferenciado quando comparado às enzimas de organismos mesófilos, as quais 
apresentam inativação mesmo na temperatura ótima. A aplicação e utilização de 
enzimas de micro-organismos psicrófilos, psicrotolerantes ou mesófilos-
psicrotolerantes tem sido também interessante devido à redução do consumo de 
energia elétrica no processo industrial, reduzindo assim a emissão de gases 
contaminantes na atmosfera.  
Entre as enzimas de interesse biotecnológico está a quitinase, enzima que atua 





recebendo grande atenção por suas inumeráveis aplicações (YABUKI et al., 1986, 
BHATTACHARYA et al., 2007, SONG et al., 2017). 
As quitinases ativas em temperaturas baixas podem ser aplicadas em 
diferentes setores industriais, como a agricultura, indústria alimentícia, setor 
farmacêutico e na biorremediação de áreas impactadas por resíduos de quitina 
(SONG et al., 2017), A alta concentração de krill (principal invertebrado marinho 
presente na Antártica) e a importância deste na cadeia produtiva da Antártica sinaliza 
a existência de micro-organismos degradadores de quitina, uma vez que este 
polissacarídeo representa 60% da massa seca desse invertebrado (WANG e CHANG, 
1997). 
As esterases e lipases são enzimas utilizadas em uma ampla variedade de 
setores industriais, como indústria alimentícia e de bebidas ((JAEGER et al., 2002), 
indústria química e farmacêutica (GERDAY et al., 2000), indústria papeleira, indústria 
de sanitizantes e biorremediação (MARGESIN e SCHINNER, 2001),  
Neste contexto, este projeto busca prospectar enzimas de interesse 
biotecnológico a partir de bactérias adaptadas ao frio, isoladas em estudos prévios de 
amostras diversas do continente Antártico. Cabe ressaltar que o presente trabalho é 
parte integrante do projeto Auxilio Pesquisa intitulado Multi-ômicas aplicadas ao 
conhecimento e exploração de microbiomas Antárticos (FAPESP 2016/05640-6), 
coordenado pela Dra. Valéria Maia Merzel (CPQBA/UNICAMP), o qual tem como 
objetivos a utilização de uma combinação de métodos microbiológicos tradicionais 
(isolamento e cultivo) e abordagem independente de cultivo baseada em 
metagenômica e metatranscriptômica para uma ampla exploração dos recursos 
microbianos Antárticos, com foco em metabólitos e enzimas para aplicação 
biotecnológica. Esta dissertação se iniciou com a triagem preliminar de esterases, 
lipases e quitinases, visando realizar uma varredura do potencial das bactérias 
isoladas da Antártica para produção de enzimas de interesse biotecnológico. Porém, 
ao longo do desenvolvimento do trabalho, foi dada maior ênfase nas quitinases para 
as etapas de purificação e caracterização das propriedades químicas em função de 
sua importância na indústria e sua relativa escassez no mercado em comparação com 





2. REVISÃO DA LITERATURA 
2.1. Características do Ambiente Antártico 
A Antártica foi o último dos continentes a ser descoberto pelo homem. Possui 
área total de 13.661.000 km2, com aproximadamente 90% da sua região cobertos por 
um manto de gelo (espessura média de 2.600 m), o qual constitui a maior reserva de 
água doce do planeta. A dimensão deste continente equivale a 1,6 a extensão do 
território do Brasil. É o continente mais alto, com uma altitude média de 2.160 m 
(MATTOS, 2014). 
Situada abaixo do paralelo 60 °S, a região Antártica é estrategicamente dividida 
em três sub-regiões, as quais possuem características ambientais e biológicas 
diferenciadas: a) Antártica continental - região mais interna do continente e 
caracterizada por condições ambientais mais rigorosas; b) Antártica marítima - situada 
na região de transição entre o continente e a região oceânica, na qual está localizada 
a península Antártica, possuindo verões mais longos e mais quentes que o continente; 
c) Região sub-Antártica – região espalhada em uma vasta extensão de oceano o 
suficiente para ser livre de blocos de gelo e é consequentemente mais quente durante 
todo o ano. A região sub-Antártica inclui as ilhas Geórgia do Sul, Bouvet, Heard e 
Macdonald (BOLTER et al. 2002).  
Devido à dificuldade do acesso humano a este continente, esta região polar 
ainda é um ambiente pouco explorado, considerado um dos lugares mais preservados 
do planeta. É o continente mais inóspito do planeta, possuindo características 
bastante adversas, especialmente na região continental, com temperatura média no 
verão de -30 °C e -60 °C no inverno, com menor temperatura registrada de -93 °C. 
Caracteriza-se também pelos ventos fortes e pela baixa precipitação média de 150 
mm por ano, sendo conhecido como um deserto frio (tão seco como o Deserto do 
Saara) (MATTOS, 2014). Possui ainda elevada incidência de radiação UV, a qual é 
alternada com prolongados períodos de escuro (FURBINO, 2012). Estes fatores são 
limitantes para o desenvolvimento de qualquer forma de vida naquele ambiente 
(ONOFRI et al., 2007; WILKINS et al., 2013).  
A composição vegetal da Antártica é bastante limitada e considerada primitiva, 
devido às condições climáticas limitantes, como quantidade de luz solar, temperaturas 





aproximadamente 30 espécies de musgos, 125 espécies de liquens (STREBLE et al., 
1998), e apenas duas espécies de plantas vasculares (angiospermas) nativas, 
Deschampsia antartica conhecida como “pasto antártico” e Colobanthus quitensis 
(BOLTER et al. 2002). Com relação às macroalgas, cerca de 35% são endêmicas ao 
continente (WIENCKE e AMSLER, 2012); estão distribuídas em 3 filos, e incluem as 
Cholorophyta (macroalgas verdes), Phaeophyta (macroalgas pardas) e Rhodophyta 
(macroalgas vermelhas) (KOLANJINATHAN et al. 2014). Por outro lado, a fauna da 
região Antártica é caracterizada principalmente por aves, mamíferos marinhos e 
algumas espécies de moluscos e crustáceos, destacando-se o krill, crustáceo de 3 cm 
de tamanho essencial na cadeia alimentícia (RAMLI et al. 2011). 
Muitos cientistas consideram a Antártica como um laboratório natural, uma vez 
que é possível compreender in loco a adaptação dos seres vivos às condições 
adversas ali encontradas (FERNANDES-VALIENTE et al. 2005). As condições 
ambientais são limitantes e bastante heterogêneas, como exemplificado na Figura 1, 
e os micro-organismos adaptados a este tipo de ambiente, em geral, desenvolvem 
uma grande diversidade metabólica para sobreviver nos diferentes tipos de nichos 
existentes (MARGESIN e MITEVA, 2011). Os organismos que se desenvolvem em 
ambientes extremos, como a Antártica, são considerados “extremófilos”, os quais 
possuem adaptações às condições extremas, como baixa temperatura, dessecação, 
hipersalinidade, elevada radiação UVA e UVB, além de baixa concentração de 
nutrientes (MAAYER et al., 2014). Inúmeras são as pressões seletivas ambientais as 
quais os micro-organismos extremófilos estão submetidos e nesse sentido, diferentes 
formas de resistência têm sido observadas na natureza pelos diferentes extremófilos 
como destacado na Tabela 1. Estes extremófilos ocorrerem nos três domínios da vida, 








Figura 1. Diferentes ambientes característicos da região Antártica. A) Região de degelo em 
um solo com biofilme formando um lago; B) Rocha com liquens aderidos; C) Região de 








Tabela 1. Micro-organismos extremófilos e suas condições de crescimento. Fonte: 




Condições de Crescimento 
Acidófilo pH ideal para o crescimento - abaixo de 3 
Alcalófilo Ótimo pH para o crescimento - Acima de 10 
Halófilo Requer pelo menos 1M de sal para crescimento 
Hipertermófilo Crescimento óptimo a temperaturas acima de 80 °C 
Termófilo Cresce a temperaturas entre 60 °C e 85 °C 
Psicrófilo Cresce a temperaturas abaixo de 15 °C 
Piezófilo Cresce sob alta pressão - Acima de 400 atm (40 MPa) 
Endolítico Cresce dentro das rochas 
Hipolítico Cresce em rochas e em desertos frios 
Oligotrófico 
Capaz de crescer em ambientes de nutrientes 
escassos 
Radioresistente Tolerância a altas doses de radiação 
Metalotolerante Tolerância a altos níveis de metais pesados 
Toxitolerante Tolera altas concentrações de agentes tóxicos 
Xerofílico 








































Tais adaptações têm despertado o interesse de muitos pesquisadores nos 
últimos anos, uma vez que tais organismos podem ser capazes de produzir enzimas 
com características únicas e diferenciadas, com potencial para aplicação nos setores 
industrial e/ou biotecnológico (CLARK et al. 2005).  
A Terra é um planeta frio, possuindo aproximadamente 85% da biosfera 
predominantemente em temperaturas menores de 5 °C, os quais são compostos 
principalmente pelos oceanos. Estes possuem cerca de 90 % do volume em 
temperaturas abaixo de 5 °C. Ainda, 35 % da superfície da Terra são cobertas por 
neve, 24 % por permafrost (solos permanentemente congelados), 13 % por gelo 
marinho e 10 % por geleiras. Além desses, as áreas frias compreendem ainda os 
continentes Ártico e Antártico e regiões montanhosas como os Alpes, seguidos por 
subsolos, desertos, lagos e cavernas (MARGESIN e MITEVA, 2011). Assim, estudos 
em ambientes frios possuem uma extrema relevância para a compreensão das 
condições globais do planeta Terra. 
 
2.2. Diversidade Microbiana do Ambiente Antártico 
Os micro-organismos presentes na Antártica são organismos-chave em 
diferentes nichos ali encontrados e muitas vezes são as únicas formas de vida 
presentes (SELBMANN et al., 2012). Podem ser representados pelos organismos dos 
três domínios: Bacteria, Archaea e Eukarya (MARGESIN e MITEVA, 2011). Por vezes, 
os micro-organismos ali encontrados respondem a mais de uma pressão ambiental. 
Em relação à sobrevivência a baixas temperaturas, na região Antártica ocorrem 
três grupos de micro-organismos: i) psicrófilos, caracterizados por possuírem 
temperatura ótima de crescimento ≤ 15,0 °C e máxima de crescimento ≤ 20,0 °C, e ii) 
psicrotolerantes ou “tolerantes ao frio”, os quais são organismos que possuem 
habilidade de crescer em temperaturas ˂ 15,0 °C e temperatura ótima de crescimento 
entre 20,0 e 25,0 °C; iii) mesófilos psicrotolerantes, caracterizados por apresentaram 
crescimento em temperaturas baixas, entretanto, o crescimento ótimo é acima de 25,0 
°C (PESCIAROLI et al., 2012). 
Há relato do isolamento de bactérias de diferentes amostras do continente 
Antártico, seja de amostras do ambiente marinho (principalmente das ilhas do 
Arquipélago das Shetlands do Sul, localizadas na Península Antártica), ou de 





bacteriana têm sido reportados principalmente a partir de amostras de solo, tais como: 
solos de região deserta, onde há predominância de bactérias do filo Actinobacteria 
(SMITH et al. 2006); solos de pinguineiras, também conhecidos por solos 
ornitogênicos, os quais são caracterizados pelas altas concentrações de fosfato 
(AISLABIE et al. 2009); solos cobertos com tapetes de algas verdes (PEETERS et al. 
2011), amostras de sedimento, água e gelo (GONZÁLEZ-ROCHA et al. 2017) e neve 
(LOPATINA et al. 2016). No ambiente Antártico ainda existem os lagos salinos e lagos 
com baixa salinidade e estudos de diversidade bacteriana em água de lagos, como o 
lago Vanda, têm sido reportados (MICHAUD et al. 2012). 
PUDASAINE et al. (2017) as bactérias mais abundantes a partir de amostras 
de solo da Antártica foram pertencentes aos filos Actinobacteria (36%), seguido por 
Chloroflexi (18%), Cyanobacteria (14%), and Proteobacteria (10%). Dentre as 
bactérias psicrófilas recuperadas a partir do gelo e solo da Antártica, os principais 
gêneros identificados foram: Colwellia, Marinobacter, Planococcus e Shewanella 
(BROWMAN et al. 1997). Outros estudos moleculares sobre a diversidade microbiana 
na Antártica demonstraram também a presença de cianobactérias, sendo Oscillatoria, 
Phormidium e Nostoc os gêneros dominantes neste ambiente (LAYNBOURN e 
PEARCE, 2007). 
Estudos de taxonomia bacteriana no Arquipélago Shetlands do Sul (Antártica 
Marítima) pela Universidade de Barcelona demonstraram a existência de novos micro-
organismos extremos, como Pseudoalteromonas antartica, Shewanella 
livingstonensis, Psychrobacter luit, Psychrobacter fozzi, Paenibacillus antarticus, 
Pseudomonas guineae, Marinobacter guineae e Shewanella vesiculosa (BOZAl et 
al.,2009). 
Com relação à diversidade de fungos presentes na Antártica, muitos estudos 
vêm sendo realizados abordando sua taxonomia e potencial biotecnológico. 
GODINHO e colaboradores (2015) realizaram o isolamento de 115 fungos associados 
aos solos oligotróficos da Antártica e identificarram 11 taxa diferentes, incluindo 
Aspergillus, Debaryomyces, Cladosporium, Pseudogymnoascus, Penicillium e 
Hypocreales, e demonstraram o grande potencial dos extratos de uma espécie de 
Aspergillus e de quatro espécies de Penicillum.  
Com relação às leveduras presentes na Antártica, os gêneros que mais 





estudos feitos por DUARTE et al. (2013), foram isoladas 97 leveduras de diferentes 
amostras da Antártica, distribuídas principalmente nos filos Ascomycota e 
Basidomycota, sendo as espécies mais frequentes Candida glaebosa, Cryptococcus 
victoriae, Meyerozyma guilliermondii, Rhodotorula mucilaginosa e Rhodotorula 
laryngis.   
 
2.3. Adaptação dos micro-organismos na Antártica. 
O planeta está coberto em grande parte por temperaturas baixas, sendo as 
regiões terrestres que apresentam condições de frio permanente são o Ártico e 
Antártica (PALMISSANO e GARRISON et al., 1993); isto não impossibilita a 
colonização e crescimento de diversos micro-organismos como leveduras, algas, 
fungos e bactérias, os quais são essenciais no ciclo de nutrientes nesses ambientes 
extremos (RUSSEL, 2006).  
Temperaturas muito baixas podem ser altamente danosas aos processos 
biológicos, pois causam diferentes injúrias, tais como: redução da atividade 
enzimática, aumento da rigidez molecular, afetando principalmente a membrana 
plasmática dos micro-organismos, além de redução de água disponível na forma 
líquida, uma vez que, nesses ambientes a maior parte da água encontra-se na forma 
de cristal de gelo (SHIVAJI e PRAKASH, 2010). Nessa perspectiva, os micro-
organismos adaptados ao frio adquiriram características fisiológicas e metabólicas 
peliculares, como aumento da fluidez da membrana, otimização da atividade 
enzimática, além da produção de proteínas anticoagulantes (LIM et al., 2000). 
A membrana plasmática precisa manter um estado fluido para poder favorecer 
os transportes por membrana e a viabilidade de vida celular, isso nos mais diferentes 
organismos. Os micro-organismos psicrófilos caracterizam-se pela alteração na 
composição da membrana lipídica, conhecida por adaptação homeoviscosa 
(SINENSKY, 1994). Nestes organismos ocorre um aumento da insaturação dos ácidos 
graxos presentes na membrana plasmática (Figura 3), além de um aumento de 
ramificações do grupo metil, características que aumentam a fluidez da membrana e 
assim mantêm viável a função básica de transporte por membrana. Além disto, estes 
micro-organismos possuem alta concentração de pigmentos carotenoides não polares 








Figura 3. Composição lipídica da membrana de bactérias. A composição dos ácidos graxos 
de bactérias adaptadas ao frio pode apresentar alteração aumento de insaturações. Fonte: 
GOMES et al., 2007. 
 
 
Micro-organismos adaptados ao frio produzem enzimas cuja atividade catalítica 
é maior quando comparada aos seus homólogos de organismos mesófilos, em 
processos que ocorrem em temperaturas baixas (Figura 4). Dentre as adaptações 
moleculares dessas enzimas ativas em temperaturas baixas, destacam-se: redução 
de ligações intramoleculares do tipo interações iônicas e ligações dissulfeto, redução 
de resíduos de aminoácidos hidrofóbicos, prevalência de estruturas secundárias do 
tipo α-hélice em comparação a β-folha (FELLER e GERDAY, 2003, CAVICCHIOLI et 







Figura 4. Influência da temperatura sobre a atividade de enzimas produzidas por organismos 
psicrófilos e mesófilos. As enzimas psicrófilas (curva azul) são mais ativas em temperaturas 
baixas e moderadas (20-30°C) comparadas aos seus homólogos mesófilos (curva vermelha). 
Fonte: FELLER e GERDAY (2003). 
 
Um estudo de comparação entre os micro-organismos mesófilos, termófilos e 
psicrófilos determinou que eles apresentam estruturas próximas ao sítio ativo bastante 
conservadas e as alterações geralmente ocorrem distantes do sítio ativo (SIDDIQUI e 
CAVICHIOLI, 2006). 
 
2.4. Potencial Biotecnológico dos micro-organismos da Antártica 
As condições extremas da região Antártica obrigam os micro-organismos a 
desenvolverem componentes celulares e bioquímicos adequados que permitam sua 
sobrevivência (SORIA et al. 2008). Os psicrófilos e psicrotolerantes sobrevivem e se 
desenvolvem em baixas temperaturas, superando a redução de atividade enzimática, 
e de outros processos como transcrição, tradução e divisão celular (D´AMICO et al. 
2006). Por outro lado, as estratégias de sobrevivência destes micro-organismos 
representam um potencial biotecnológico a ser explorado e têm despertado interesse 
científico nos últimos anos. Bactérias isoladas do ambiente Antártico têm sido 
utilizadas para prospecção de diferentes biomoléculas, dentre elas: a) 
polihidroxialcanoatos (PHAs), grânulos de polímeros de carbono que atuam como 
reserva energética nas bactérias e possuem uma destacada aplicabilidade 
biotecnológica devido à atual corrente de “Biotecnologia verde” (GOH e TAN, 2012); 
b) compostos com atividade antimicrobiana (ASENCIO et al. 2014); c) pigmentos com 





proteínas que reduzem o ponto de congelamento do gelo, chamadas proteínas 
anticongelantes (GILBERT et al. 2004); e e) enzimas ativas em temperaturas baixas 
(TROPEANO et al. 2013; YU et al. 2011).  
DEPPE et al. (2005) demonstraram que bactérias psicrotolerantes podem ser 
uma alternativa na biodegradação de combustíveis fósseis em uma faixa de 
temperatura de 4.0 a 27.0 °C. Além disso, enzimas derivadas de micro-organismos 
extremófilos podem ser utilizadas na produção de fármacos, agroquímicos e na 
síntese de polímeros (CASTILLO et al., 2005). Além disso, é crescente o registro de 
patentes depositadas com biomoléculas produzidas por micro-organismos de 
ambientes frios. 
 
2.5. Enzimas produzidas por bactérias isoladas da Antártica 
As enzimas adaptadas ao frio conhecidas como “cold-active enzymes” ou “cold-
adapted enzymes” possuem alta eficiência catalítica em processos que ocorrem em 
temperaturas baixas e moderadas (MARGESIN et al. 2001). Podem ser as mais 
variadas enzimas e com diferentes aplicações, como proteases, lipases, quitinases, 
esterases, fosfolipases, dentre outras. Devido a importância das enzimas nos 
diferentes setores industriais e na economia mundial, a estimativa é que o comércio 
global de enzimas atinja US$ 7,1 bilhões de dólares em 2018 (KAVITHA, 2016). 
O uso de enzimas psicrófilas em processos industriais que ocorrem em 
temperaturas baixas oferece algumas vantagens: i) redução no consumo de energia, 
uma vez que as enzimas psicrófilas são naturalmente ativas em temperaturas baixas, 
evitando ou reduzindo assim o uso de temperaturas altas em biorreatores e 
viabilizando a utilização direta dessas enzimas em ambientes frios como a utilização 
em biorremediação de regiões oceânicas; ii) prevenção de modificações em 
substratos termosensíveis ou geração de subprodutos influenciados pelo uso de 
temperaturas altas; iii) simplificação e maior segurança no processo uma vez que 
essas enzimas podem ser facilmente inativados com o rápido aquecimento; iv) 
redução no consumo de substrato em processos enzimáticos específicos, pois as 
enzimas adaptadas ao frio, em geral, possuem maior especificidade por substrato 
(constante de Michaelis Km) quando comparadas a enzimas de micro-organismos 
mesófilos, diferencial vantajoso do ponto de vista industrial devido à redução dos 





Além disso, a compreensão das relações entre a estabilidade térmica, 
flexibilidade e eficiência catalítica das enzimas psicrófilas é de fundamental 
importância para uma posterior aplicação destas no setor biotecnológico e posteriores 
experimentos de mutagênese dirigida, complementada por evolução dirigida, 
buscando-se uma otimização da biocatálise (GEORLETTE et al. 2004; D’AMICO et al. 
2006). A maior flexibilidade das enzimas adaptadas ao frio é devido à redução de 
ligações intra-moleculares, do tipo pontes de hidrogênio e pontes dissulfeto, em 
comparação a enzimas homólogas de micro-organismos mesófilos (GOMES e 
STEINER, 2004; SIDDIQUI e CAVICCHIOLI, 2006). 
 
2.6. Esterase e lipases - Características gerais 
 
Esterases (E.C. 3.1.1.1) e lipases (E.C. 3.1.1.3) são enzimas ubíquas 
encontradas em vegetais, animais e micro-organismos que catalisam a reação de 
hidrólise de triacilglicerol em ácidos graxos livres, di e monoacilglicerol e glicerol 
(Figura 5). Uma das principais diferenças destas enzimas é que as esterases 
hidrolisam triglicerídeos de cadeia curta (em geral inferior a 10 Carbonos) e as lipases 




Figura 5. Reação de hidrólise catalisada por esterase/lipase. Fonte: MANOEL, 2011. 
Em geral, as lipases catalisam a formação de acilgliceróis a partir de ácidos 
graxos e glicerol na interface óleo/água e as esterases apenas em soluções aquosas 
(KULAKOVA et al. 2004). As características únicas das lipases incluem a 





reações heterogêneas na interface de sistemas solúveis e insolúveis em água 
(KULAKOVA et al. 2004; JOSEPH et al. 2008). 
A busca por micro-organismos produtores de esterases / lipases é 
especialmente interessante em função da especificidade e das diferentes 
possibilidades de aplicação destas enzimas (KULAKOVA et al. 2004). As lipases 
podem catalisar reações de hidrólise, esterificação e interesterificação. As lipases 
oriundas de micro-organismos pisicrófilos são ainda mais interessantes, uma vez que 
além das características descritas apresentam alta atividade catalítica em baixas 
temperaturas (JOSEPH et al. 2008). Além disso, as esterases/lipases microbianas 
possuem maior estabilidade em solventes orgânicos, estabilidade frente a ampla faixa 
de temperatura e pH e especificidade a uma variedade de substratos (HASAN et al. 
2006). 
A produção de esterase/lipase pelos micro-organismos é influenciada por 
diferentes fatores como a composição do meio de cultura, principalmente devido as 
fontes de carbono e nitrogênio, temperatura, agitação, pH do meio de cultura e 
concentração do inóculo bacteriano (HASAN et al. 2006). Dentre os substratos 
utilizados para produção de lipases estão os óleos vegetais, especialmente o azeite 
de oliva e o óleo de soja, gorduras de origem animal, óleos de peixes e alguns 
triacilglicerídeos sintéticos como a trioleina (SAVITHA et al, 2007). Por outro lado, 
tributirina é o principal substrato utilizado na produção de esterases (HU et al. 2012). 
Existe relato na literatura de esterase/ lipase produzidas por diferentes 


















Tabela 2. Bactérias de diferentes ambientes extremos produtoras de esterases e lipases. 
 
 






























Solo NI NI 
ABDEL-FATTAH e 
GABALLA, (2008) 
Bacillus licheniformis S-86 Termófilo NI Solo Tributirina NI 
TORRES et al., 
(2005) 
Rhodococcus sp. LKE-028 Psicrófilo 
Gangotri, 
Himalaia 






Solo Tributirina 6,3 U/mL 









Staphylococcus sp. Halófilo 
Lago salado 
Túnez  
Sedimento Tributirina 802 U/mg DAOUD et al., (2013) 















Dentre as aplicações destas enzimas nos setores industriais, destacam-se: i) 
Indústria alimentícia e de bebidas, utilizadas para reduzir o teor de gordura dos 
alimentos refrigerados (ALQUATI et al. 2002) e na produção de ésteres de cadeia 
curta utilizados como aromatizantes; ii) Indústria química e farmacêutica; iii) Indústria 
de produtos de limpeza, onde atuam como coadjuvante em detergentes e sabões em 
pó; iv) processos de biorremediação, onde são utilizadas em tratamento de efluentes 
em áeas impactas por resíduos a base de óleos e gorduras (KAVITHA, 2016).  
 
2.7. Quitinases – Características Gerais 
A quitina é o segundo carboidrato mais abundante na natureza, depois apenas 
da celulose. Este polissacarídeo é um polímero linear composto por resíduos de N-
acetil-D-glucosamina (GlcNAc) formando ligações β - (1-4), insolúvel em água e que 
apresenta duas formas cristalinas polimórficas, α e β. É encontrada principalmente 
nas paredes celulares de fungos e de certas algas verdes, e como um dos principais 
constituintes das conchas, cutículas e exoesqueleto de vermes, moluscos, artrópodes 
e crustáceos (STEFANIDI e VORGIAS, 2008; PARK et al., 2009).  
No ambiente marinho, a quitina compreende cerca de 20 a 58% do peso seco 
dos organismos, como camarões, caranguejos, lulas, ostras e outros invertebrados 
como o krill (principal componente da cadeia alimentar antártica) (RAMLI et al., 2011). 
Em ambientes aquáticos, a produção anual de quitina chega a 1011 toneladas 
(KEYHANI e RESEMAN, 1999). A enorme produção de quitina na natureza exige uma 
ciclagem de grande dimensão (RAMLI et al., 2011). Neste contexto, as quitinases (EC 
3.2.1.14) são enzimas que atuam na hidrólise das ligações do tipo β 1-4 de N-acetil-
D-glucosamina (GlcNAc) da quitina (Figura 6), sendo essenciais na degradação deste 
carboidrato e na ciclagem de nutrientes (PARK et al., 2009). De acordo com a 
similaridade de sequência dos aminoácidos, as quitinases são agrupadas em três 
famílias: GH18, GH19 e GH20 das glicosil hidrolases (FUNKHOUSER e ARONSON, 









Figura 6. Hidrólise da ligação β-1,4 do polímero de quitina pela ação da enzima quitinase. 
Fonte: FLEURI e SATO (2005). 
 
Dentre as diferentes aplicações biotecnológicas das quitinases destacam-se a 
utilização em três grandes áreas: i) controle biológico; ii) gestão de resíduos; iii) uso 
farmacêutico/médico (Figura 7). A utilização no setor agrícola é a de maior relevância 
ambiental, uma vez que estas enzimas podem ser aplicadas no controle de pragas 
agrícolas (insetos e fungos fitopatogênicos), reduzindo assim a utilização de 
agrotóxicos no meio ambiente (DAHIYA et al., 2006; PARK et al., 2009). As quitinases 
podem ainda ser aplicadas na produção de derivados de quitina de maior valor 
agregado, tal como o monômero N-acetil-D-glucosamina, utilizado na produção de 
intermediários químicos e farmacêuticos e em produtos alimentares como fatores de 
crescimento e adoçantes. Na indústria de cosméticos, as quitinases podem ser 
adicionadas em loções antifúngicas, cremes e soluções oftalmológicas (DAHIYA et 
al., 2006). A utilização de quitinases também tem sido avaliada para produção de 
etanol de segunda geração a partir de resíduos de quitina (EIJSINK et al., 2008; LI et 
al., 2009). Além disto, a produção dos derivados de quitina, como a quitosana e quito-
oligossacarídeos (QUOs), também está relacionada à degradação deste 
polissacarídeo pelas enzimas com atividade quitinase (DAHIYA et al., 2006; EIJSINK 
et al., 2008; THIMOTEO, 2011). É importante salientar que as quitinases com 





industriais, tais como o tratamento de resíduos ricos em quitina em baixas 
temperaturas, o biocontrole de fitopatógenos em ambientes de clima frio, e o controle 
da contaminação microbiológica em alimentos refrigerados, aumentando o tempo de 




Figura 7. Exemplos de aplicação das quitinases. Fonte: (DAHIYA et al., 2006)   
 
2.8. Quitinases Bacterianas 
O uso de enzimas de origem bacteriana se iniciou com o uso do microbioma 
presente no pâncreas de bovino. Depois, uma empresa francesa fez conversão de 
amido em açúcares com a utilização de um isolado de Bacillus, levando a entender a 
importância dos micro-organismos e seu potencial. Na atualidade, diversas 
investigações em nível mundial estão focadas em descobrir novas enzimas de 
interesse biotecnológico. Diferentes espécies de bactérias de ambientes extremos e 







 Tratamento de resíduos 
quitinosos de alimentos marinhos 
industriais. 
 Preparação de proteínas de 
célula única. 
 
 Os Cito-oligômeros podem ser utilizados 
como agentes antitumorais, fibras 
dietéticas e agentes anti-hipertensivos. 
  A quitinase pode ser utilizada como 
agente antifúngico e também 
desempenha um papel crucial na asma. 
 Controle biológico de fungos 
fitopatogênicos. 
 Usado como um 
biopesticida contra vários 






Dentre as bactérias produtoras de quitinases, o filo Actinobacteria tem 
demonstrado um grande potencial na produção destas enzimas. Neste filo, um gênero 
amplamente estudado é o Streptomyces. WARREN et al. (1996) reportaram a 
producao de dois tipos de quitinases por Streptomyces sp, ressaltando o potencial 
bacteriano na produção de enzimas quitinolíticas.  
Um estudo recente identificou novas espécies de bactérias psicrotolerantes 
produtoras de quitinase (SONG et al., 2017). Pedobacter sp. foi isolada em meio de 
cultura enriquecido com quitina coloidal (0,5%) e diferentes isoenzimas com atividade 
quitinolítica foram purificadas e vizualizadas em SDS-PAGE a partir do extrato 
enzimático bruto e com atividade a 25 °C. Além disto, essas enzimas apresentaram 
atividade antifúngica contra Rhizoctonia solani e Botrytis cinerea, com 60,9 % e 57,5 
% de inibição de crescimento, respectivcamente (SONG et al., 2017). Quitinase 
produzida por Bacillis subtilis TV-125 também apresentou atividade antifúngica contra 
Fusarium culmorum (SENOL et al., 2014).  
Na busca de encontrar novas bactérias produtoras de quitinases e melhorar as 
condições dos processos de produção, PARK et al. (2009) isolaram, otimizaram e 
purificaram quitinases adaptadas ao frio produzidas por Sanguibacter antarticus. Em 
outro estudo, Arthrobacter sp. produtor de quitinase foi isolado de região marinha 
profunda e duas isoformas de quitinases (ChiA e ChiB) foram clonadas e expressas 
em Escherichia coli (LONHIENNE et al., 2001). Além disto, bactérias isoladas de 























Sanguibacter antarcticus KOPRI 
21702 
Psicrófilo 
Antártica, Ilha Rei 
George 
Areia da praia NI 90 U/L HAN et al. (2011) 




Lago hipersalino  Quitina coloidal NI 
SOROKIN e 
KOLGANOVA (2014) 
Pseudoalteromonas sp. DL-6 Halófilo 




NI NI WANG et al. (2014) 
Pseudoalteromonas sp. DC14 Halófilo Mar Cáspio 
Amostra a 30 m 
de profundidade 
Quitina (0,5%) 20,0 U/dL 
MAKHDOUMI et al., 
(2015)  
Pedobacter sp. PR-M6 Mesófilo Corea do sul Solo Quitina (0,5%) NI SONG et al., (2017) 
Brevibacillus formosus BISR- 1 Termófilo Deserto da India Solo Quitina 798 U/mL MEENA et al., (2014) 
Bacillus sp. BG-11 Alcalófilo Ambiente alcalino Solo NI 76 U/mL BHUSHAN (2000) 
Paenibacillus 
pasadenensis NCIM 5434 
 
Alcalófilo Índia 




203 U/mL LONI et al., (2014) 
Rhodothermus marinus Termófilo Islândia Fonte termal Quitina coloidal NI HOBEL et al., (2005) 
Bacillus cereus GA6 Psicrófilo Himalaia, Glaciar 
Gangotri 
Solo Quitina (2%) 428,57 U/mL KUDDUS et al., 
(2015) 
Saccharospirillum sp. HCh1 Halófilo Altai, Rússia Lago hipersalino Quitina coloidal NI 
SOROKIN e 
KOLGANOVA (2014) 
Vibrio sp. FI:7 Psicrófilo Antártica Intestino de peixe 
Quitina precipitada 
(10%) 
NI BENDT et al., (2001) 
Virgibacillus marismortui M3-23 Halófilo Tunísia Lagoa salina Quitina coloidal 14,5 U/mL 
ESSGHAIER et al., 
(2012) 
 






Prospectar bactérias isoladas de amostras marinhas e terrestres da Antártica 
para produção de esterase, lipase e quitinase, bem como quantificar e otimizar a 
produção de quitinase. 
 
3.1. Objetivos Específicos 
 Selecionar bactérias produtoras de esterase, lipase e quitinase isoladas de 
amostras marinhas e terrestres da Antártica; 
 Identificar as bactérias produtoras de esterase, lipase e quitinases; 
 Avaliar a produção de quitinase em 5 °C e 15 °C; 
 Quantificar a produção de quitinase pelos isolados selecionados; 
 Avaliar o efeito da temperatura sobre o crescimento das melhores bactérias 
produtoras de quitinase; 





























4. MATERIAL E MÉTODOS 
O fluxograma do presente estudo seguiu as etapas elencadas na Figura 8. 
 
 
Figura 8. Fluxograma das etapas do presente estudo. 
 
4.1 Amostragem – Isolamento dos Micro-organismos 
Foram utilizados no presente estudo 560 isolados de bactérias recuperados de 
diferentes substratos marinhos e terrestres coletados no ambiente Antártico com apoio 
logístico do Programa Antártico Brasileiro. As coletas nestas expedições foram 
realizadas pelo Dr. Alysson W. F. Duarte (UNIFAL) e pelo doutorando Tiago R. Silva 
(CPQBA/UNICAMP) em diferentes Ilhas do continente Antártico, nos verões de 





(MycoAntar): taxonomia, diversidade e distribuição geográfica de fungos presentes em 
ecossistemas da Antártica e sua utilização como fonte de moléculas protótipos para o 
desenvolvimento de fármacos e pesticidas”, coordenado pelo Prof. Dr. Luiz Henrique 
Rosa (UFMG).  
Tabela 4. Dados referentes às amostras coletadas de ambientes marinho e terrestre na 
Antártica na OPERANTAR XXXII utilizadas para isolamento das bactérias avaliadas neste 
estudo. 
 
Amostras Local (Ilha) Coordenadas (GPS) 
Ambiente Marinho   
Sedimento Marinho 
Sedimento DEC  Deception S 62º58’788’’     W 60º33’464’’ 
Sedimento MA  Martel Bay – Rei George  S 62º08’862’’     W 58 º29’267’’ 
Sedimento PH  Punta Hannah – Livingston S 62º39’149’’     W 60 º38’230’’ 
Sedimento RG  Rei George  S 62º05’948’’     W 58 º23’622’’ 
Esponjas   
ES1PH Punta Hannah – Livingston S 62º39’149’’     W 60 º38’230’’  
ES2PH Punta Hannah – Livingston  S 62º39’149’’     W 60 º38’230’’ 
Briozoários   
Invertebrado BRHM Half Moon S 62º35’511’’     W 59 º54’095’’ 
Invertebrado HP16 Punta Hannah – Livingston S 62º39’149’’     W 60 º38’230’’ 
Invertebrado HM14 Half Moon S 62º35’511’’     W 59 º54’095’’ 
Macroalga   
PDDEC  
(Palmaria decipiens) 
Deception  S 62°58''788’'     W 60° 33' 464" 
Ambiente Terrestre   
Biofilmes 
Biofilme asociado a Solo – 3 Half Moon S 62º35’511’’     W 59 º54’095’’ 
Biofilme asociado a Solo WB Whalers bay (WB) – Deception S 62º58’788’’     W 60 º33’464’’ 
Solos 
1,6 °C Punta Turret – Rei George S 62º05’092’’     W 57 º56’763’’ 
4,1 °C Punta Turret – Rei George S 62º05’092’’     W 57 º56’763’’ 
Liquen 
Liquen L10  
(Ramalina terebrata) 







Figura 9. Arquipélago das Shetland do Sul, Antártica Marítima, indicando os locais de coleta 
( ) das amostras ambientais utilizadas no isolamento de bactérias avaliadas para prospecção 
de enzimas.  
 
As amostras foram mantidas refrigeradas após a coleta e durante a etapa de 
transporte até o laboratório da Divisão de Recursos Microbianos (CPQBA-UNICAMP), 
quando então foram submetidas às etapas de isolamento e cultivo. O isolamento das 
bactérias foi previamente realizado pela equipe de pesquisa da Profa. Dra. Valéria Maia 
Merzel. Para isto, foram utilizados os meios de cultura Ágar Nutriente (extrato de carne 
3 g/L, peptona 5 g/L, agar 15 g/L) e R2A (extrato de levedura 0,5 g/L; peptona 0,5 g/L; 
ácido casamino 0,5 g/L; piruvato de sódio 0,3 g/L; glicose 0,5 g/L; K2HPO3 0,3 g/L; 
MgSO4 20 g/L e NaCl 5 g/L), suplementados com o antifúngico nistatina (500 uL/L) e 
incubadas a 5 e 15°C por um período de até 60 dias. Após o crescimento nos meios de 
isolamento, as bactérias foram transferidas para um novo meio de cultura para 
avaliação da pureza da linhagem e posterior preservação em glicerol 15% a -80ºC. 
Estas bactérias são mantidas no acervo de pesquisa da Coleção Brasileira de Micro-
organismos de Ambiente e Indústria – CBMAI. 
 
4.2. Reativação dos isolados da Antártica 
Os isolados bacterianos foram reativados em meio de cultivo Ágar Nutriente e, 





poços, contendo 1,0 mL de meio de cultura Caldo Nutriente (extrato de carne 3 g/L, 
peptona 5 g/L) e incubados a 15°C a 150 rpm por 10 dias. 
4.3. Triagem para produção de esterases, lipases e quitinases  
 
4.3.1. Triagem funcional das bactérias da Antártica para produção de esterases 
Após reativados, os isolados foram transferidos, com auxílio de um replicador 
metálico, para placa de Petri de 150 x 15 mm contendo o seguinte meio de cultivo: 
peptona (0,3 g/L), extrato de levedura (0,3 g/L), K2HPO4 (0,7 g/L), KH2PO4 (0,3g/L), 
MgSO4.7H20 (0,5 g/L), ágar (15 g/L), suplementado com tributirina (10 g/L) e goma 
arábica (10 g/L) a 15°C durante 15 días. A tributirina é utilizada como fonte de carbono 
e indutor para produção de esterase. A detecção das bactérias com atividade de 
esterase foi feita com base na formação de halo de hidrólise visível ao redor da colônia. 
 
4.3.2. Triagem funcional das bactérias da Antártica para produção de lipases 
Após a reativação, os isolados foram transferidos com auxílio de um replicador 
metálico para meio de cultivo contendo: peptona (0,3 g/L), extrato de levedura (0,3 g/L), 
K2HPO4 (0,7 g/L), KH2PO4 (0,3g/L), MgSO4.7H20 (0,5 g/L), ágar (15 g/L), acrescido de 
azeite de oliva (20 g/L) e rodamina B (0,001%) a 15°C durante 15 días. O azeite de 
oliva possui uma maior composição de triglicerídeos de cadeia longa e é utilizado como 
fonte de carbono e indutor da produção de lipase, uma vez que estas enzimas 
hidrolisam principalmente triacilgliceróis e ácidos graxos de cadeia longa 
(BROCKERHOFF e JENSEN, 1974), como o ácido oleico (C 18:1), principal 
componente do azeite de oliva. Bactérias com atividade lipolítica apresentaram aspecto 
fluorescente quando submetidas à radiação UV, devido à hidrólise de ácidos graxos de 
cadeia longa presentes no azeite de oliva. 
  
4.3.3. Triagem funcional das bactérias da Antártica para produção de quitinases 
Com o auxílio de um replicador metálico, o inóculo foi transferido para placas 
contendo meio de cultura com quitina coloidal como única fonte de carbono. Para isto, 
utilizou-se o método descrito por THIMOTEO (2011) com quitina coloidal preparada a 
partir de quitina em pó, proveniente de carapaça de caranguejo (Sigma). A quitina 
coloidal foi preparada com 6 g de quitina acrescida de 60 mL de ácido fosfórico 85% e 





até um volume de 300 mL e então centrifugada a 15.000 g por 10 min. O sobrenadante 
foi descartado e o pellet foi submetido a etapas de lavagem com água destilada, 
seguida de etapas de centrifugação até que a quitina atingisse um pH entre 7,0 a 7,2. 
Essa quitina coloidal foi então adicionada ao meio de cultura contendo: peptona (0,3 
g/L), extrato de levedura (0,3 g/L), K2HPO4 (0,7 g/L), KH2PO4 (0,3g/L), MgSO4.7H20 (0,5 
g/L), agar (15 g/L) a 15°C durante 15 días. A detecção dos isolados com atividade de 
quitinase foi avaliada com base na formação de halo de hidrólise visível ao redor da 
colônia devido à hidrólise da quitina coloidal. Para intensificação do halo de hidrólise 
utilizou-se uma solução de lugol que foi adicionada na placa contendo a bactéria 
produtora de quitinase. 
 
4.4. Identificação taxonômica das bactérias produtoras de esterase, lipase e 
quitinase 
A identificação das bactérias produtoras de enzimas investigadas neste trabalho 
foi baseada principalmente no sequenciamento e análise filogenética do gene RNAr 
16S, conforme descrito a seguir.  
 
4.4.1 Extração de DNA genômico 
Após a confirmação da pureza das linhagens, a extração do DNA genômico foi 
realizada empregando o protocolo estabelecido pelo VAN SOOLINGEN et al (1991). O 
resultado da extração foi visualizado em transiluminador UV, após eletroforese por 30 
min a 5 V/cm em gel de agarose 0,8% corado com 0,02 µL/mL SYBR 10.000X in DMSO 
(Invitrogen). A estimativa de concentração do DNA genômico obtido dos isolados foi 
realizada utilizando DNA do fago lambda como padrão de concentração. 
 
4.4.2 Amplificação do gene RNAr 16S 
O DNA obtido dos isolados foi utilizado em reações de PCR para amplificação 
do gene RNAr 16S usando-se o par de primers 10f (GAG TTT GAT CCT GGC TCA G), 
1100r (AGG GTT GCG CTC GTT G) e 1492r (TAC GGT TAC CTT GTT ACG ACT T) 
(LANE, 1991). O programa de amplificação utilizado consistiu de 1 ciclo a 95°C por 2 
min, 30 ciclos com desnaturação 94 °C por 1 minuto, 55°C por 1 min e 72°C por 3 min; 
e 1 ciclo de extensão final a 72°C por 3 min. Cada reação continha: tampão de PCR 





primer, 2,0 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen), e 1,5 µL de amostra de DNA (~10 
ng); totalizando um volume final de 20 µL. Os resultados da amplificação parcial do 
gene RNA 16S foram confirmados em gel de agarose 1% corados com 0,02 µL/mL 
SYBR 10.000X in DMSO (Invitrogen). Os produtos de PCR dos isolados foram 
purificados utilizando mini-colunas (GFX PCR DNA and gel band purification kit, GE® 
Healthcare), de acordo com as instruções do fabricante. 
 
4.4.3. Sequenciamento do gene RNAr 16S 
O sequenciamento dos fragmentos de DNAr 16S provenientes dos isolados foi 
realizado pelo método de Sanger em sequenciador automático ABI 3500XL Series 
(Applied Biosystems), utilizando Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, 
tampão Save Money (Tris-HCl 0,1 M, MgCl2 0,5 mM), e 3,2 pmols dos primers 10f, 
1100r e 1492r, especificados anteriormente.  
 
4.4.4. Montagem dos contigs e análise filogenética 
As sequências parcias do gene RNAr 16S obtidas com cada primer foram 
montadas em uma sequência consenso única (contig), combinando os diferentes 
fragmentos obtidos com ajuda do programa phred Phrap. Após a montagem das 
sequências, estas foram comparadas com as sequências de RNAr 16S de organismos 
representados nas bases de dados Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e 
Ribosomal Data Projetct II 9.0 (http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp), usando as rotinas 
BLASTn e Sequence Match, respectivamente. Foram então selecionadas sequências 
de organismos tipo relacionados ao organismo desconhecido, para realização das 
análises filogenéticas. As sequências foram alinhadas no programa CLUSTAL W 
(THOMPSON et al., 1997) e analisadas com o software MEGA versão 6.0 (TAMURA et 
al., 2013). A matrizes de distância evolutiva foram calculadas com o modelo de Kimura 
2 parâmetros (KIMURA, 1980) e a construção da árvore filogenética a partir das 
distâncias evolutivas foi feita pelo método de Neighbor-Joining (SAITOU e NEI, 1987), 







4.5. Identificação bioquímica 
Para confirmação taxonômica de 20 isolados de bactérias selecionados por 
produzirem quitinase em menor tempo de incubação foram realizadas os seguintes 
ensaios bioquímicas: motilidade, hidrólise de ureia, produção de H2S e assimilação de 
fontes de carbono: glicose e lactose (MACFADDIN, 2000). 
 
4.6. Seleção de bactérias produtoras de quitinase 
Após o ensaio de screening de alto desempenho (High Throughput Screening - 
HTS), os isolados quitinase positivos foram submetidos ao teste de confirmação da 
atividade a 5°C e 15°C. Os isolados foram avaliados individualmente em placas de Petri 
de 60 X 15 mm contendo meio de cultura com quitina coloidal descrito anteriormente. 
Os halos de hidrólise de quitina foram avaliados a cada 24 h. com ajuda de uma régua 
e as bactérias que produziram maiores halos até 326 h. de incubação foram 
selecionados para confirmação da identificação taxonômica. 
 
4.7. Quantificação de quitinase em meio de cultivo líquido 
Para esta etapa foram selecionados os melhores isolados produtores 
dequitinase, escolhidos de acordo com os resultados do teste qualitativo. Foram 
avaliadas a biomassa, proteínas totais e atividade de quitinase conforme 
esquematizado na Figura 10.  
 
4.7.1. Condições de cultivo e padronização do inóculo 
Inicialmente foi realizado um pré-inoculo a partir de culturas recém-cultivadas 
em meio R2A, o qual foi transferido a Erlenmeyer de 250 mL contendo meio de cultivo 
líquido [peptona (0,3 g/L), extrato de levedura (0,3 g/L), K2HPO4 (0,7 g/L), KH2PO4 
(0,3g/L), MgSO4.7H20 (0,5 g/L)] acrescido de quitina coloidal, o qual foi incubado a 
15°C e 150 rpm durante 72 h. Transcorrido esse tempo, os pré-inóculos foram 
transferidos para tubos tipo Falcon de 50 mL e centrifugados a 10.000 rpm por 15 min. 
a 4°C. As células foram recuperadas e lavadas em água destilada esterilizada, 
seguido de centrifugação e, em seguida, quantificadas em espectrofotômetro a 600 
nm de absorbância. Assim, padronizou-se um pré-inóculo de 1x106 cél/mL para cada 





cultivo conforme supracitado e 50 mL de pré-inóculo. As culturas foram incubadas 
durante 88 h. sob agitação de 150 rpm a 15°C e as leituras foram realizadas a cada 8 
h. Todas as análises foram realizadas em triplicatas e com ensaio controle, o qual 
consiste no meio de cultura sem adição de células. 
 
4.7.2. Determinação da Biomasa 
Para determinação da biomasa foram utilizados dois métodos: i) leitura da 
densidade ótica (DO) em espectrofotômetro e absorbância de 600 nm; ii) contagem 
de Unidades Formadoras de Colônias (UFC), realizada por plaqueamento em meio 
de cultivo com quitina coloidal e dilução seriada (10-1 a 10-6), com leituras realizadas 
a cada 8 h. Para contagem das UFC/mL utilizou-se a técnica de plaqueamento em 
superfície ou spread-plate, a qual consiste em uma retirada de uma aliquota de 100 
µL de cada dilução e o espalhamento com ajuda de uma alça de Drigalski sobre a 
superficie do meio sólido, tendo em consideração o número de colônias individuais 

































4.7.3. Quantificação de proteínas totais 
Utilizou-se o método do ácido 4,4'-dicarboxi-2,2'-biquinolina (BCA) com o kit 
BCA Protein Assay (Thermo Scientific), e os ensaios foram realizados em placa deep 
well de 96 poços com 25 µL do sobrenadante centrifugado livre de células (extrato 
enzimático) e 200 µL de reativo BCA e a reação foi incubada a 37°C durante 30 min. 





Figura 11. Curva padrão de albumina de soro bovino (BSA) pelo kit BCA utilizada para 
quantificação de proteínas totais. 
 
4.7.4. Atividade enzimática 
Após centrifugação a 10.000 rpm por 15 min a 4°C, descartou-se o pellet e 
utilizou-se o sobrenandante para quantificação enzimática, assim, apenas a quitinase 
extracelular foi avaliada no presente estudo. 
A atividade enzimática foi avaliada por duas metodologias (Figura 11). A 
primeira foi baseada no método modificado por ULHOA e PEBERDY (1992), 
consistindo na quantificação de N-Acetilglucosamina ou N-acetil-β-D-glucosamina 
(GlcNAc) empregando o ácido 3,5 Dinitrosalicílico (DNS), açúcar redutor que compõe 
a estrutura da quitina. Para isto, a reação continha 1 mL de quitina coloidal a 1% (p/v) 
em tampão acetato de sódio 50 mM pH 5,2 e 1 mL de caldo enzimático extracelular. 
A mistura foi incubada em banho-maria a 37°C durante 6 h. Foram utilizados os 





solução tampão e água) e branco do substrato (caldo enzimático). Após o período de 
incubação, 200 uL de amostra de reação foram adicionados a 1 mL de reagente DNS 
e incubados a 96°C por 10 min, imediatamente após foi realizada a leitura em 
absorbância de 550 nm. Utilizou-se uma curva padrão com N-Acetilglicosamina 




Figura 12. Curva padrão para determinação de açúcares redutores por DNS utilizando N-
Acetilglucosamina (GlcNAc). 
 
O segundo método consistiu na utilização de quitina azul (Sigma C-3020) 
(GÓMEZ et al., 2004). Para cada 1 mL de caldo enzimático utilizou-se 5 mg de quitina 
azul dissovida em tampão Na2HPO4 50 mM pH 6 e tampão K2HPO4  2,4 M pH 9. A 
reação foi incubada a 50°C por um período de 3 h. A leitura da absorbância foi 
realizada a 560 nm. As reações foram realizadas em triplicata. 
 
4.8. Determinação da temperatura ótima de crescimento dos melhores isolados 
produtores  
Foram utilizados inóculos com concentração de 104, 105 e 106 UFC/mL para os 
isolados selecionados. A contagem microbiana foi realizada após 48 e 72 h de 












4.9. Determinação da influência da agitação no crescimento bacteriano  
Foi utilizado um pré-inóculo a partir de culturas recém-cultivadas em meio R2A, 
o qual foi transferido para frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio de 
cultivo líquido com quitina coloidal (2%), peptona (0,3 g/L), extrato de levedura (0,3 
g/L), K2HPO4 (0,7 g/L), KH2PO4 (0,3g/L), MgSO4.7H20 (0,5 g/L), seguido de incubação 
a 15°C e 80 rpm ou 150 rpm por 72 h. A leitura da absorbância foi realizada em 
comprimento de onda de 600 nm. A agitação altera a aeração do meio de cultura, 
sendo assim um determinante importante no crescimento microbiano. 
4.10.   Curva de crescimento bacteriano 
De acordo com a contagem de UFC obtida a cada 8 h por dilução seriada, 
utilizou-se o software OriginPro Ver 8 com o modelo matemático Gomperzt modificado 
para análise do crescimento bacteriano (Figura 14), gerando a taxa de crescimento 
[(UFC/mL)/tempo], tempo de adaptação (fase Lag) e tempo de geração (fase Log) 
para cada bactéria selecionada para produção de quitinase. 
 
 






4.11. Otimização da produção de quitinases utilizando delineamento 
experimental 
Para otimimização da produção de quitinase pelo isolado selecionado a 
composição do meio de cultivo foi modificada utilizando a metodologia de 
planejamento experimental. Inicialmente foram avaliadas 9 variáveis independentes 
utilizando um planejamento de Placket-Burman (PB) com 16 ensaios e 3 repetições. 
Neste planejamento as variáveis independentes foram avaliadas em dois níveis, 
definidos como -1 (inferior) e +1 (superior) (Tabela 5). A definição das variáveis 
independentes e dos valores utilizados foi baseada em dados da literatura para 
produção de quitinase por bactérias (HAO et al. 2012). 
 
Tabela 5 Valores codificados e reais das 9 variáveis independentes utilizadas no 









Quitina (%) 1 2 3 
Peptona (g/L) 0,1 0,3 0,5 
Extrato de levedura (g/L) 0,1 0,3 0,5 
K2HP04 (g/L) 0,2 0,7 1,2 
KH2PO4 (g/L) 0,1 0,3 0,5 
MgSO4.7H2O (g/L) 0,1 0,5 0,9 
NH4NO3 (g/L) 0,2 2 3,8 
NaCl (g/L) 0,2 1 1,8 
pH 6 7 8 
 
Após realizado o 1º planejamento PB, as variáveis que apresentaram efeito 
negativo foram exluídas e aquelas com efeito positivo foram fixadas no menor valor 
utilizado, além do pH do meio de cultivo fixado em 6 para os planejamentos 
subsequentes. Foi então realizado um segundo planejamento experimental, P&B 8 
com aumento das concentrações das 4 variáveis independentes selecionadas (Tabela 






Tabela 6. Valores codificados e reais das 4 variáveis independentes utilizadas no 









Quitina (%) 2 3 4 
Extrato de levedura (g/L) 0,3 0,6 0,9 
K2HP04 (g/L) 0,7 1,2 1,7 
NH4NO3 (g/L) 1 3 5 
 
No segundo P&B, as quatro variáveis independentes avaliadas apresentaram 
efeito estatisticamente significativo, sendo assim realizado um terceiro planejamento 
experimental: o fatorial fracionado 25-1. Nesse planejamento foram avaliadas as quatro 
variáveis independentes, acrescido da variável temperatura (Tabela 7). A produção 
de enzimas muitas vezes é otimizada em condições limite de temperatura, por isso 
acrescentou-se essa variável ao planejamento experimental. 
Tabela 7. Valores codificados e reais das 5 variáveis independentes utilizadas no 









Quitina (%) 3 4 5 
Extrato de levedura (g/L) 0,5 1,0 1,5 
K2HP04 (g/L) 0,4 0,9 1,4 
NH4NO3 (g/L) 1,1 3,2 5,3 
Temperatura (°C) 15 20 25 
 
Por fim, a variável independente K2HP04 foi fixada em 0,4 g/L e a temperatura 
em 15°C e um planejamento completo foi realizado, o DCCR 23. Nesse planejamento 








Tabela 8. Valores codificados e reais das 3 variáveis independentes utilizadas no 
planejamento Delineamento Composto Central Rotacional DCCR 23 para produção de 
quitinases por A. psychrochitiniphilus 492. 
 








Quitina (%) 1,65 2,5 3,75 5 5,85 
Extrato de levedura (g/L) 0,73 1 1,4 1,8 2,07 
NH4NO3 (g/L) 1,11 2 3,3 4,6 5,49 
 
4.12. Avaliação estatística 
Para as análises da otimização da produção de quitinase pelo isolado 
selecionado utilizou-se o software disponível online http://experimental-
design.protimiza.com.br/. Os efeitos estatisticamente significativos foram avaliados 





5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1. Seleção de bactérias isoladas da Antártica para produção de esterase, 
lipase e quitinase 
 
5.1.1. Triagem das bactérias em meio sólido 
Um total de 560 isolados de bactérias foi avaliado por High Throughput Screening 
(HTS) em meio de cultivo sólido para as enzimas esterase, lipase e quitinase. No total, 
197 bactérias apresentaram atividade positiva pelo menos para uma enzima avaliada. 
O maior número de isolados positivos foi para esterase (n = 186, 33,21%), seguido de 
lipase (n = 109, 19,46%) e quitinase (n = 73, 13,03%) a 15°C (Figura 15). 
 
 
Figura 15.  Bactéria isolada de amostra da Antártica e produtora de lipase. Seta vermelha 
indica a formação de halo de hidrólise de triglicerídeos de cadeia longa (azeite de oliva como 
substrato) e a reação foi revelada com adição de rodamina B e visualização sob luz UV. 
 
A maior parte das bactérias positivas para esterase foi isolada a partir de 
sedimento marinho (n = 49, 26,3%), seguido por amostras de solo com biofilme (n = 
36, 19,3%), solo (n = 30, 15,1%), esponja (n = 22, 11,8%), invertebrado HP16 (n = 27, 
14,5%), invertebrado HM14 (n = 14, 7,5%), liquen Ramalina terebrata (n = 4, 2,1%), 
invertebrado BRHM (n = 3, 1,6%) e macroalga Palmaria decipens (n = 1, 0,5%).  
Por outro lado, os isolados produtores de lipases foram recuperados de 






18,3%), invertebrado HP16 (n = 19, 17,4%), esponja (n = 17, 15,6%) e invertebrado 
HM14 (n = 6, 5,5%), muitos micro-organismos entre fungos, leveduras e bactérias tem 
potencial na produção de enzimas hidrolíticas. GONZALES-ROCHA et al., (2017) 
isolou e determinou o potencial das bactérias para produção de lipases, proteases, 
quitinases, galactosidases, sendo a lipase a enzima mais produzida em bactérias 
isoladas de amostras de sedimentos marinhos.  
Em relação à quitinase, a maior parte dos isolados positivos foi isolada de solo 
com biofilme (n = 29, 46,4%), seguido de sedimento marinho (n = 14, 19,2%), 
invertebrado HP16 (n = 12, 16,4%), esponja (n = 9, 12,3%) solo (n = 5, 6,8%), 




Figura 16. Bactérias isoladas da Antártica (n) capazes de produzir esterases, lipases e seus 


























Este estudo demonstra a alta frequência de bactérias produtoras de esterase 
e lipase provenientes de solo, biofilmes, esponja e invertebrados (Figura 16). CARR 
et al. (2013) avaliaram a influência da composição dos sedimentos marinhos de Ross, 
Antártica, sobre a abundância microbiana. Estes autores observaram que amostras 
de sedimento marinho apresentaram alta densidade microbiana possivelmente 
associda à presença de fitodetrito e o acúmulo de carbono útil e matéria orgânica 
disponível, sendo estes compostos relevantes na abundância de gêneros do Filo 
Actinobacteria e na decomposição de lipidos (RODRIGUES, 2006). 
Neste sentido, diferentes amostras ambientais daquele continente têm sido 
utilizadas na recuperação de bactérias com atividade enzimática, tais como amostras 
de solo (VOLLÚ et al. 2014), vegetação (VASILEVA-TONKOVA et al. 2013), gelo de 
icebergs (FERRÉS et al. 2015), dentre outras. A alta abundância de bactérias 
produtoras de esterase e lipase recuperadas da Antártica também tem sido reportada 
em outros estudos (VOLLÚ et al. 2014). As atividades enzimáticas mais 
freqüentemente encontradas em 80 isolados de bactérias produtoras de endósporos 
recuperadas de amostras de solos da ilha Rei George foram: esterase (45%), 
caseinase (30%), amilase (16,2%) e gelatinase (15%), porém nenhum isolado 
apresentou atividade de quitinase (VOLLÚ et al. 2014). 
 
5.2. Identificação taxonômica das bactérias produtoras de esterase, lipase e 
quitinase 
Das 197 bactérias isoladas produtoras de esterases, lipases e/ou quitinases 
100 foram identificadas preliminarmente por taxonomia molecular baseada no 
sequenciamento parcial do gene RNAr 16S e comparação com a base de dados do 
Genbank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A maior parte das bactérias foi 
identificada como pertencente aos filos Actinobacteria (n = 51), incluindo os gêneros 
Arthrobacter (n=43), Rhodococcus (n=3) e Salinibaterium, Microterricola, 
Tsukamurella, Microbacterium, Curtubacterium (n=1, cada), e Proteobacteria (n = 38), 
incluindo os gêneros Psychrobacter (n = 15), Pseudoalteromonas (n = 6), 
Pseudomonas, Psychromonas, Sulfitobacter, Marinomonas (n = 3, cada) e Maribacter, 
Halocynthiibacter, Loktanella (n = 1, cada). O restante das bactérias mostrou-se 
afiliado a Firmicutes (n = 7): Carnobacterium (n = 5), Bacillus (n = 1), Planococcus (n 





Cellulophaga (n =1, cada) (Tabela 7, Figura 18). Resultados similares foram 
reportados por DA-SILVA et al. (2017), que avaliaram o potencial biotecnológico de 
isolados de bactérias da Antártica para produção de amilases, proteases, celulases e 
quitinases e verificaram que os gêneros Arthrobacter e Psychrobacter foram aqueles 
que produziram mais de uma enzima. PANT et al. (2013) também relataram que os 
gêneros de bactérias mais prevalentes isolados de amostras da ilha Rei George 


























Tabela 9. Identificação dos gêneros de bactérias isoladas da Antártica produtoras de enzimas (esterase, lipase e quitinase) e os respectivos 







A B C D E F G H I J K L M N Esterase Lipase Quitinase 
Proteobacteria 
  Psychrobacter      1 3 3     1 1 3 3       15 15 1 4 
  Marinobacterium 2                           2 2 2   
  Maribacter     1                       1 1 1   
  Halocynthiibacter     1                       1 1     
  Pseudomonas  1                     1   1 3 3 1 1 
  Pseudoalteromonas    1 2       2   1           6 6 6 4 
  Sulfitobacter   3                         3 1   3 
  Psychromonas              3               3 3     
  Marinomonas    2                   1     3 3 1 1 
  Loktanella      1                       1     1 
Actinobacteria 
  Arthrobacter  2       14 2 6 3 4   12       43 41 32 34 
  Microbacterium      1                       1 1     
  Salinibacterium 1                           1 1 1   
  Tsukamurella      1                       1 1     
  Microterricola           1                 1 1   1 
  Curtobacterium                 1           1 1 1 1 
  Rhodococcus  1         1 1               3 3 3 1 
Firmicutes 
  Bacillus   1                         1 1 1 1 
  Carnobacterium              1       4       5 5 2 2 






  Pibocella      1                       1 1     
  Winogradskyella      1                       1 1 1   
  Cyclobacterium      1                       1 1 1   
  Cellulophaga              1               1 1     
N° de gêneros 
 
7 7 11 3 17 5 14 4 7 3 19 2 0 1         
 
A - Sedimento (DEC), B - Sedimento (MA), C - Sedimento (PH), D - Sedimento (RG), E - Solo Biofilme (3), F - WB Biofilme de Degelo (4), G - 
Solo 1.6°C, H - Solo 2 4°C, I – Esponja, J - Invertebrado (BRHMi), K - Invertebrado (HP16), L - Invertebrado (HM14), M - Palmaria decipiens 





































SHIVAJI et al. (1989) identificaram 13 isolados do gênero Arthrobacter e 
sua adaptabilidade para crescer em condições extremas.  
Proteobacteria foi o segundo filo mais abundante dentre as bactérias isoladas, 
sendo Psycrhobacter o gênero mais prevalente. Novas espécies de Psychrobacter já 
foram descritas a partir de solos onitogênicos da Antártica (BROWMAN et al., 1997). 
Neste filo, os gêneros produtores de quitinase foram: Psychrobacter, 
Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Sulfitobacter, Marinomonas e Loktanella. 
Trabalhos prévios já relataram o isolamento de Loktanella a partir de amostras de solo, 
sedimento e biofilme da Antártica, sendo capazes de fermentar açúcares e atuar no 
ciclo de nitrogênio (PARK et al., 2013).  
O gênero mais representativo do Filo Firmucutes foi Carnobacterium, 
apresentando atividade positiva para as três enzimas avaliadas. Esse gênero é 
conhecido por crescer em ambientes frios, muitas espécies tendo sido isolados de 
amostras da Antártica com concentrações de oxigênio esgotado (anoxicas) (GALKIN 
et al. 1991) e de peixes (JOBORN, et al. 1999). 
LOPERENA et al. (2012) avaliaram a atividade enzimática de isolados de 
bactérias, leveduras e fungos filamentosos recuperados de amostras como gelo, água 
do mar, água doce oriunda de derretimento de gelo, solos, sedimentos, rochas, algas 
e fezes de animais marinhos e aves coletadas em diferentes ilhas da Antártica 
marítima. Estes autores observaram que 161 isolados apresentaram atividade 
enzimática (120 bactérias, 31 leveduras e 10 fungos filamentosos) ao menos para uma 
enzima avaliada. Bactérias com atividade de amilase, lipase e protease foram as mais 
abundantes. Dentre os isolados de bactérias com alta atividade enzimática foram 
identificados Pseudomonas sp., Psychrobacter sp., Arthrobacter sp., Bacillus sp. e 
Carnobacterium. Entretanto, neste estudo a triagem de esterase e quitinase não foi 
reportada. 
 
5.3. Produção de quitinase em meio de cultura sólido 
Em função do grande número de bactérias produtoras de esterase, lipase e 
quitinase encontradas neste trabalho, decidimos dar continuidade aos ensaios 
quantitativos e de caracterização da atividade enzimática apenas com as bactérias 
produtoras de quitinases, em função do seu destacado potencial biotecnológico ainda 





Neste sentido, as 73 bactérias positivas para quitinase foram submetidas ao teste 
qualitativo individual, utilizando as mesmas condições de cultivo dos ensaios HTS, 
com 1 % de quitina coloidal, tempo de incubação de 256 h e temperaturas de 5°C e 
15°C. Das 73 bactérias, 20 (27,3%) apresentaram halo de hidrólise enzimática em até 











Figura 18. Halo de hidrólise de quitina coloidal indicativo de produção de quitinase pelos 
isolados da Antártica em meio de cultivo sólido.  
 
Os maiores halos de hidrólise foram observados para os isolados da espécie 
A. psychrochitiniphilus. Cabe ressaltar que esta espécie foi recuperada a partir de seis 
substratos diferentes: sedimento marinho DEC, solo de biofilme WB, solo de biofilme 
3, solo 1.6, esponja e invertebrado marinho HM14 (Tabela 7). A. psychrochitiniphilus 
isolado 492 apresentou halo de 4,2 cm em 312 h de incubação a 15°C (Tabela 8). Os 
demais isolados apresentaram halos de hidrólise variando entre 1,4 cm (A. 
psychrochitiniphilus 437) e 3,7 cm (A. psychrochitiniphilus 363) a 15°C e 0,7 cm (A. 
psychrochitiniphilus 437) e 2,5 cm (A. psychrochitiniphilus 587) a 5°C após 312 h de 
incubação (Figuras 19 e 20). 
Outro isolado que apresentou atividade positiva para quitinase foi 
Curtobacterium luteum 458, com halos de degradação de 1,9 cm e 2,8 cm quando 
incubado por 312 h a 5°C e 15°C, respectivamente (Tabela 10). Os isolados 496 e 
430 não apresentaram produção de quitinases a 5°C em nenhum tempo de incubação 
(Figura 19). 
Muitos pesquisadores manifestaram o potencial de bactérias na produção de 
quitinases. Espécies de Bacillus lichiniformis, Nocardia orientalis apresentaram 
atividade positiva para quitinase (GUO et al., 2004). Porém poucos estudos abordam 






Tabela 10. Halos de hidrólise de quitina coloidal (cm) pelos isolados de bactérias da Antártica em diferentes tempos de incubação (72 h – 312 
h) a 5°C e 15°C. 
Bactéria (Isolado) Código 
Tempo (h) e Temperatura (°C) de Incubação  
72 h 120 h 168 h 216 h 264h 312 h 
5 °C 15 °C 5 °C 15 °C 5 °C 15 °C 5 °C 15 °C 5 °C 15 °C 5 °C 15 °C 
A. psychrochitiniphilus 492 - 2,1 - 2,6 1,7 2,9 1,9 3,3 2 3,9 2,3 4.2 
A. psychrochitiniphilus  363 - 1,9 - 2 1,6 2,4 1,7 2,8 1,9 3,2 2,2 3,7 
A. psychrochitiniphilus  404 - 1,9 - 1,9 1,3 2,2 1,5 2,6 1,6 3,2 1,9 3,6 
A. psychrochitiniphilus 587 - 1,5 - 1,7 1,8 2 2 2,4 2,3 2,7 2,5 3,4 
A. psychrochitiniphilus  429 - 1,4 - 1,5 1,3 1,9 1,4 2,5 1,4 3,1 1,9 3,4 
Arthrobacter cryoconiti 285 - 1,6 - 1,8 1 2 1,1 2,6 1,3 3 1,8 3,3 
A. psychrochitiniphilus 355 - 1,2 - 1,7 1,4 2,1 1,5 2,5 1,9 2,9 2,4 3,2 
A. psychrochitiniphilus 588 - 1,5 - 1,7 1,2 2 1,4 2,2 1,5 2,8 1,9 3,2 
A. psychrochitiniphilus  441 - 1,5 - 1,6 1,3 2,1 1,4 2,4 1,6 2,8 1,8 3,1 
A. psychrochitiniphilus 430 - 1,4 - 1,7 - 2 - 2,4 - 2,8 - 3,1 
Curtobacterium luteum 458 - 1 - 1 1,3 1,2 1,5 1,9 1,5 2,4 1,9 2,8 
A. psychrochitiniphilus 411 - 1 - 1,1 0,9 1,5 1 1,7 1,1 2,2 1,5 2,5 
A. psychrochitiniphilus 356 - 1,2 - 1,4 0,9 1,5 1 1,7 1,1 2,2 1,4 2,4 
A. psychrochitiniphilus 450 - 1,1 - 1,2 0,9 1,6 1 1,8 1,2 2,1 1,7 2,4 
A. psychrochitiniphilus 359 - 1,1 - 1,2 1,1 1,5 1,2 1,8 1,3 2 1,5 2,2 
A. psychrochitiniphilus 235 - 0.8 - 1,1 1 1,4 1,1 1,7 1,2 1,9 1,5 2,2 
Arthrobacter sp. 496 - 0,9 - 1 - 1,2 - 1,5 - 1,8 - 2 
A. psychrochitiniphilus 381 - 0,9 - 0,9 - 1,2 0,9 1,5 1 1,7 1,3 1,9 
A. psychrochitiniphilus 366 - - - 0,9 - 1,1 - 1,3 - 1,4 0,9 1,9 









Figura 19. Avaliação da produção de quitinases por isolados de diferentes amostras da Antártica. O halo de hidrólise foi avaliado a cada 24 h 







Figura 20. Avaliação da produção de quitinases por isolados de diferentes amostras da Antártica. O halo de hidrólise foi avaliado a cada 24 h 





5.4. Confirmação taxonômica das bactérias produtoras de quitinase 
 
5.4.1. Caracterização molecular das bactérias 
As 20 bactérias com melhores halos de degradação de quitina foram 
selecionadas para confirmação da identificação. A análise filogenética mostrou que a 
20 bactérias estão relacionadas apenas a 2 gêneros de bactérias pertencentes ao Filo 
Actinobacteria. 
Grande parte dos isolados recuperados mostrou-se relacionada ao gênero 
Arthrobacter, 18 apresentaram alta similaridade de sequência (97 a 99%) com o 
isolado A. psychrochitiniphilus JCM 13874T (AB588633), recuperado de fezes de 
pinguim na Antártica e descrito por WANG et al. (2009). Esta espécie foi caracterizada 
por apresentar crescimento utilizando apenas quitina como fonte de carbono.  
Além disto, o isolado 285 apresentou alta similaridade de sequência (98%) 
com Arthrobacter cryoconiti Cr6-08, também isolada de ambiente frio (MARGESIN et 
al., 2012). Já o isolado 458 foi identificado como Curtobacterium luteum (Figura 21).  
O gênero Arthrobacter foi o mais abundante dentre as bactérias cultivadas 
recuperadas das amostras da Antártica neste estudo (Tabela 11). A grande maioria 
das espécies deste gênero é mesofílica, entretanto, recentemente alguns estudos têm 
identificado novas espécies do gênero Arthrobacter de ambientes frios, sendo foco em 
estudos de interesse biotecnológico na produção de enzimas adaptadas ao frio e 
metabolitos secundários (MAVROMATIS et al., 2003 e SKALOVA et al., 2005). Em 
amostras de solo da ilha Rei George da Antártica o gênero Arthorbacter foi 
predominante (XIAO et al., 2007). 
O gênero Curtobacterium pertence ao filo Actinobacteria, muitas das espécies 
foram isoladas de plantas de milho, morango, soja, batata, entre outras; os estudos 
demonstram que é uma bactéria endofítica e que possui importante papel no controle 





Tabela 11. Similaridade de sequência do gene RNAr 16S das bactérias isoladas da Antártica positivas para produção de quitinase em relação 
às sequencias de organismos relacionados disponíveis na base de dados do Genbank. 
Isolado Melhor Hit no BLAST No Acesso 
Similaridade 
(%) 
Substrato de Origem 






























363 A. psychrochitiniphilus JCM 13874T AB588633 100 WB Biofile Degelo Deception (WB) 
404 A. psychrochitiniphilus JCM 13874T AB588633 100 Solo de biofilme Half Moon 
587 A. psychrochitiniphilus JCM 13874T AB588633 100 Solo de biofilme Half Moon 
429 A. psychrochitiniphilus JCM 13874T AB588633 100 Solo 1.6°C  Rei George 
285 Arthrobacter cryoconiti Cr6-08 GQ784867 98 Sedimento Marinho  Rei George 
355 A. psychrochitiniphilus JCM 13874T AB588633 100 Solo de biofilme Half Moon 
588 A. psychrochitiniphilus JCM 13874T AB588633 100 Solo de biofilme Half Moon 
441 A. psychrochitiniphilus JCM 13874T AB588633 99 Solo de biofilme Half Moon 
430 A. psychrochitiniphilus JCM 13874T AB58863 100 Esponja Livingston 
458 Curtobacterium luteum DSM20542T X77437 100 Esponja Livingston 
411 A. psychrochitiniphilus JCM 13874T AB58863 99 Invertebrado Marinho Livingston 
356 A. psychrochitiniphilus JCM 13874T AB588633 99 Solo de biofilme Half Moon 
450 A. psychrochitiniphilus JCM 13874T AB58863 99 Invertebrado Marinho Livingston 
359 A. psychrochitiniphilus JCM 13874T AB58863 99 Solo de biofilme Half Moon 
235 A. psychrochitiniphilus JCM 13874T AB588633 99 Sedimento Marinho Deception 
496 Arthrobacter sp. AB588633 97 Solo de biofilme Half Moon 
381 A. psychrochitiniphilus JCM  13874T GQ227413 99 Invertebrado Marinho Livingston 
366 A. psychrochitiniphilus JCM 13874T GQ227413 99 WB Biofilme Degelo Deception 









Figura 21. Árvore filogenética das sequências parciais do gene RNAr 16S obtidas a partir das bactérias isoladas da Antártica e positivas para   





5.4.2. Caracterização bioquímica das bactérias da Antártica produtoras de 
quitinase 
Considerando que alguns isolados do gênero Arthrobacter não puderam ser 
identificados, dado que este gênero apresenta muitas espécies, sendo de difícil 
caracterização utilizando apenas a identificação molecular por sequenciamento 
parcial do 16S rRNA, foi então realizada a caracterização bioquímica dos 20 isolados 
de bactérias (Tabela 12). Os isolados 441, 456, 359 e 496 não apresentaram 
motilidade em meio de cultivo R2A semi-sólido a 15 °C (Figura 22). Apenas uma 
bactéria (496) apresentou resultado positivo para hidrólise de ureia (Figura 23).  
Em relação à utilização de glicose e lactose como fonte de carbono, todos os 
20 isolados apresentaram atividade, enquanto que nenhum dos isolados apresentou 
produção de H2S (Tabela 12). Estudos feitos por MICHAUD et al., (2004), para 
avaliação da biodiversidade de bactérias do mar Ross, Antártica, avaliaram a 
identificação das bactérias por abordagem molecular e bioquímica. 
 
 
Figura 22. Perfil de motilidade das bactérias isoladas da Antártica e produtoras de quitinase. 
 
 
Figura 23. Perfil de hidrólise de ureia das bactérias da Antártica produtoras de quitinase. 





Tabela 12. Provas bioquímicas utilizadas para caracterização dos 20 isolados de bactérias 
da Antártica produtoras de quitinases. 
 
 
5.5. Determinação da temperatura e agitação (aeração) ótimas de crescimento 
em meio com quitina coloidal 
A temperatura ótima de crescimento (5°C a 40°C) foi avaliada para os 3 
isolados selecionados para as próximas etapas do trabalho (Tabelas 13, Figura 24).  
Os isolados A. psychrochitiniphilus 492 e 441 apresentaram crescimento típico 
de micro-organismos psicrófilos, os quais possuem temperatura ótima de crescimento 
em até 15°C. Ambos isolados apresentaram pouco crescimento a 25°C e nenhum 
crescimento acima dessa temperatura. Como ressalta MARGESIN (2009), bactérias 
psicrófilas apresentam uma maior produção de biomassa em temperaturas inferiores 
a 20°C. Por outro lado, Curtobacterium luteum 458 apresentou crescimento em ampla 
faixa de temperatura (5°C a 40°C), com temperatura ótima entre 25 a 35°C, perfil 













492 + - - + + 
363 + - - + + 
404 + - - + + 
587 + - - + + 
429 + - - + + 
285 + - - + + 
355 + - - + + 
588 + - - + + 
441 - - - + + 
430 + - - + + 
458 + - - + + 
411 + - - + + 
356 - - - + + 
450 + - - + + 
359 - - - + + 
235 + - - + + 
496 - + - + + 
381 + - - + + 
366 + - - + + 





Este resultado é bastante interessante, pois evidencia que as bactérias da 
Antártica apresentam padrão de crescimento diferenciado a depender da temperatura, 
com alguns micro-organismos apresentando crescimento em ampla faixa de 
temperatura, como o Curtobacterium luteum 458 (Figura 24). Esta característica é de 
grande relevância do ponto de vista de aplicação biotecnológica, uma vez que a 
otimização da temperatura de crescimento é um dos principais parâmetros 
monitorados na produção industrial de enzimas microbianas (SIDDIQUI e 
CAVICCHIOLI 2006). 
Estudos realizados pelo Instituto de Biotecnologia da Índia identificaram e 
descreveram a bactéria psicrotolerante identificada como Curtobacterium luteum, 
inicialmente isolada de solos do Himalaia ocidental. Nesse estudo os autores 
reportaram a primeira produção de proteases adaptadas ao frio (KUDDUS e 
RAMTEKE, 2008).  
Tabela 13. Temperatura ótima de crescimento dos isolados e sua classificação. 
Isolado 
Temperatura de Crescimento (°C) Classificação 
Crescimento Ótimo  
A. psychrochitiniphilus 492 5 – 25 15 Psicrófilo 
A. psychrochitiniphilus 441 5 – 25 15 Psicrófilo 










Figura 24. Influência da temperatura (5°C a 40°C) no crescimento das bactérias isoladas da 
Antártica produtoras de quitinase com 72 h de incubação.  
 
 
Outro parâmetro importante que afeta o crescimento bacteriano e também a 
produção de enzimas é a quantidade de oxigênio disponível no meio de cultura. 
Observou-se que inicialmente o isolado A. psychrochitiniphilus 441 apresentava baixo 
crescimento quando cultivado a 150 rpm e, assim, seu crescimento foi também avaliado 
sob agitação de 80 rpm. Foi observado que este isolado apresentou maior densidade 
ótica a 80 rpm. Altas quantidades de oxigênio podem ser tóxicas ou inibir o crescimento 
de alguns micro-organismos (KAZZAZ et al., 1996). Portanto, para este estudo 
especificamente, os isolados foram classificados como aeróbio ou microaerófilo em 
função da aeração do meio (Tabela 14), demostrando alta diversidade presente na 
Antarctica. 
Tabela 14. Avaliação da influência da agitação no crescimento de bactérias da Antártica 
produtoras de quitinase. 
Isolados 
80 rpm 150 rpm 
Caracterização Absorbância (600 
nm)  
Absorbância 
(600 nm)  
A. psychrochitiniphilus 492 0,028 0,365 Aeróbico 
A. psychrochitiniphilus 441 0,304 0,065 Microaerófilo  






5.6. Quantificação das quitinases em meio de cultura liquido 
 
5.6.1. Quantificação da quitinase produzida por A. psychrochitiniphilus 492 
Para determinar a quantificação de quitinases foram realizados cultivos em 
meios de cultura líquido, utilizando quitina coloidal como única fonte de carbono (2%) 
e diferentes parâmetros foram avaliados: biomassa por densidade ótica e contagem 
de UFC, proteínas totais por BCA, atividade enzimática pelo método de DNS e quitina 
azul. 
A biomassa por densidade ótica do isolado A. psychrochitiniphilus 492 
apresentou fase exponencial (log) longa, entre 16 h a 48 h e uma fase estacionária de 
16 h, resultado similar com o método de contagem de unidades formadoras de 
colônias, sendo a diluição de 10-6, ótima para contagem de células viáveis (Figura 
25B). Para a quantificação de proteínas totais durante o crescimento bacteriano 
apresentou uma concentração entre 516 ug/mL a 513,24 ug/mL na fase estacionária 
(Figura 25B).  
A quantificação dos açúcares redutores (N-acetilglicosamina) pelo método de 
DNS e quitinase usando o reagente de quitina azul, apresentou uma ótima de 
produção a 80 h de incubação com 28,80 μg/mL e 10,35 U/mL, respectivamente 
(Figuras 25C, 25D). 
Para a produção de enzimática e importante ter definido o tempo de incubação, 
já que um período corte não define a produção máxima, já que em este tempo a 
bactéria se encontra na fase adaptação no meio de cultura a mais um tempo de 
incubação longa levar a o declínio da produção enzimática (PELCZAR et al., 1996). 
Pelo o qual e muito importante conhecer o tempo de duração em cada fase, já que 
cada micro-organismos apresenta seu melhor tempo. Por exemplo Bacillus 
amyloliquefaciens V656 (SAN-LANG et al., 2002) que apresenta uma ótima produção 



























































































































































































































Figura 25. Padrão de crescimento microbiano de A. psychrochitiniphilus 492 em meio de 
cultivo liquido com quitina coloidal (2%) incubado a 15°C, 150 rpm por 6 h. A) Biomassa por 
densidade ótica (DO 600 nm) e contagem (UFC/mL); B) Curva de crescimento (UFC/mL) e 
concentração de proteínas totais; C) Curva de crescimento (UFC/mL) e concentração de 
açúcares redutores (N-acetilglicosamina) – DNS; D) Curva de crescimento (UFC/mL) e 
concentração de quitinases utilizando quitina azul. 
 
5.6.2. Quantificação da quitinase produzida por A. psychrochitiniphilus 441 
Inicialmente os ensaios de quantificação da quitinase produzida por este 
isolado foram realizados com incubação do meio de cultivo a 150 rpm de agitação e 
15°C, entretanto verificou-se que A. psychrochitiniphilus 441 não apresentou 
crescimento microbiano, com biomassa por leitura densidade ótica de apenas 0,065. 
Embora o isolado 441 tenha sido identificado como A. psychrochitiniphilus, este 
isolado apresentou melhor crescimento a uma areação de 80 rpm (densidade ótica de 
0,334) (Tabela 14), sendo caracterizado como uma bactéria microaerófila. Esta 
bactéria foi isolada de solo de biofilme da ilha Half Moon, Antártica. 
O isolado A. psychrochitiniphilus 441 apresentou uma fase exponencial (Log) 
entre 16 e 32 h e uma fase estacionária entre 48 e 64 h (Figura 26A), concentração 
máxima de proteínas totais de 608,83 µg/mL a 72 h (Figura 26B), uma concentração 
de açúcares redutores (DNS) e de quitinase de 26,61 μg/mL e 6,11 U/mL, 

















































































































































































































































































Figura 26. Curva de crescimento microbiano de A. psychrochitiniphilus 441 em meio de cultivo 
liquido com quitina coloidal (2%) incubado a 15°C, 80 rpm por 80 h. A) Biomassa por 
densidade ótica (DO 600 nm) e contagem (UFC/mL); B) Curva de crescimento (UFC/mL) e 
concentração de proteínas totais; C) Curva de crescimento (UFC/mL) e concentração de 
açúcares redutores (N-acetilglicosamina) – DNS; D) Curva de crescimento (UFC/mL) e 
concentração de quitinases utilizando quitina azul. 
 
 
5.6.3. Quantificação da quitinase produzida por Curtobacterium luteum 458 
Para Curtobacterium luteum 458, isolada de esponja do mar na ilha Livingston 
(Figura 3), foi realizada a quantificação de biomassa, proteínas totais, açúcares 
redutores (N-acetilglicosamina) e quitinase em meio liquido incubado por 80 h a 15°C 
e 150 rpm. Os dois métodos utilizados para a medição de biomassa demonstraram 
uma curta fase estacionária a 15°C (Figura 27A), uma concentração de proteínas 
totais máxima de 329,01 µg/mL (Figura 27B), uma concentração de açúcares 
redutores por DNS (N-acetilglicosamina) de 23,02 μg/mL e de quitinase de 7,27 U/mL 

















































































































































































































































































Figura 27. Curva de crescimento microbiano de Curtobacterium luteum 458 em meio de 
cultivo liquido com quitina coloidal (2%) incubado a 15°C, 150 rpm por 80 h. A) Biomassa por 
densidade ótica (DO 600 nm) e contagem (UFC/mL); B) Curva de crescimento (UFC/mL) e 
concentração de proteínas totais; C) Curva de crescimento (UFC/mL) e concentração de 
açúcares redutores (N-acetilglicosamina) – DNS; D) Curva de crescimento (UFC/mL) e 
concentração de quitinases utilizando quitina azul. 
 
Não há estudos que relatem a produção de quitinases adaptadas ao frio por 
Curtobacterium luteum, este é o primeiro relato do potencial desta bactéria para 
produção desta enzima. 
Os melhores períodos de incubação para a produção enzimática no presente 
estudo foram diferentes, sendo a maior produção de quitinases observada para o 
isolado 492 a 80 h (Figura 25C), seguido do isolado 458 a 72 h (Figura 26C) e a menor 
produção foi observada para o isolado 441 que levou um tempo de 64 h (Figura 27C). 
As análises de produção de enzimas extracelulares corroboraram dados prévios de 
literatura e demostraram que cada isolado tem comportamento diferente, ou seja, 
isolados de uma mesma espécie podem produzir quantidades diferentes de enzimas 
(GIMENEZ-PECCI et al., 2002). 
 
5.7. Modelagem do crescimento das bactérias produtoras de quitinase 
Para uma melhor compreensão da produção enzimática e otimização do 
processo é importante compreender o crescimento microbiano e poder predizê-lo 
(ZWIETERING et al., 1990). Na atualidade se utiliza muito a microbiologia preditiva 
 




























































com o objetivo de conhecer a resposta dos micro-organismos frente a diferentes 
condições ambientais usando modelos matemáticos. Os modelos mais conhecidos 
são o de Gompertz (GIBSON et al., 1987) e Baranyi (BARANYI et al., 1994).  
O modelo bacteriano de Gompertz modificado usado no presente estudo 
apresentou um R significativo igual a 0,99 para dois isolados (492, 458) e um nível 
significativo de 0,98 para um isolado (441) (Figura 28).  
De acordo com o modelo matemático de Gompertz, A. psychrochitiniphilus 
492 apresentou uma taxa de crescimento rápida de 0,05 (ufc/m) /t) com um tempo de 
geração de 12,27 h. Já, A. psychrochitiniphilus 441 apresentou uma fase estacionária 
(Lag) mais longa, com 25,67 h, em comparação a 13,13 h de A. psychrochitiniphilus 
492, demonstrando que, embora tenham sido identificados como pertencentes à 
mesma espécie, estes dois isolados possuem características diferenciadas, 
justificando o estudo de ambos isolados na produção de quitinases adaptadas ao frio. 
Por outro lado, Curtobacterium luteum 458 apresentou uma taxa de crescimento 
maior, igual a 0,11 (ufc/m) /t), e um tempo de geração mais rápido de 6,37 h. (Tabela 
15). 
 
Tabela 15. Conversão dos parâmetros microbiológicos do modelo de Gompertz para as três 






Tempo fase Lag 
(h) 
Tempo de geração 
(h) 
A. psychrochitiniphilus 492 0,05 13,13 12,27 
A. psychrochitiniphilus 441 0,07 25,67 9,54 
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R = 0,996 

































Figura 28.  Curvas de crescimento dos isolados da Antártica produtores de quitinases usando 
o modelo de Gompertz modificado. A) A. psychrochitiniphilus 492; B) A. psychrochitiniphilus 
441; C) Curtobacterium luteum 458  
 
 
5.8. Otimização da produção de quitinase por A. psychrochitiniphilus 492 
Inicialmente foi realizado um planejamento experimental utilizando uma matriz 
de Plackett & Burman (PB) para a avaliação da influência de 9 variáveis 
independentes e 3 variáveis respostas foram analisadas (Tabela 5). As variáveis que 
apresentaram efeito estatisticamente significativo para produção de quitinase A. 
psychrochitiniphilus 492 quando a variável resposta foi à quantificação utlizando o 
método do DNS em 92 h de incubação: quitina coloidal, extrato de levedura, K2HP04, 
NH4NO3, com efeito positivo (p ˂ 0,1) (Tabela 16). A maior atividade enzimática foi de 
48,17 U/mL, onde foi obtido um aumento de 1,67 vezes comparando a quantificação 
de produção de quitinase do experimento sem otimização (28,80 U/mL). Nos ensaios 
com maior atividade enzimática (ensaios 4 e 12), a concentração de quitina coloidal 
foi de 3% (Tabela 16).
R = 0,991 

























16. Matriz do planejamento Plackett & Burman (PB) com 16 ensaios e 3 pontos centrais utilizada para avaliar o efeito de 9 variáveis na 
produção de quitinase por A. psychrochitiniphilus 492 (após de 48, 72 e 96 h a 15°C e 150 rpm). 
 
Ensaios Quitina Peptona 
Ext. de 
levedura 










1 1 (3%) -1 (0.1 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) -1(0.2 g.L-1) 1 (0.5 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) -1 (0.2 g.L-1) 1 (1.8 g.L-1) 1(8) 17,40 27,01 35,44 
2 1 (3%) 1 (0,5 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) -1(0.2 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) 1 (0.9 g.L-1) -1 (0.2 g.L-1) -1 (0.2 g.L-1) 1(8) 19,35 26,49 28,95 
3 1 (3%) 1 (0.5 g.L-1) 1 (0.5 g.L-1) -1(0.2 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) 1 (3.8 g.L-1) -1 (0.2 g.L-1) -1 (6) 25,97 40,25 44,53 
4 1 (3%) 1 (0.5 g.L-1) 1 (0.5 g.L-1) 1 (1.2 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) -1 (0.2 g.L-1) 1 (1.8 g.L-1) -1 (6) 24,28 43,88 48,17 
5 -1 (1%) 1 (0.5 g.L-1) 1 (0.5 g.L-1) 1 (1.2 g.L-1) 1 (0.5 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) -1 (0.2 g.L-1) -1 (0.2 g.L-1) 1(8) 18,44 28,17 31,81 
6 1 (3%) -1 (0.1 g.L-1) 1 (0.5 g.L-1) 1 (1.2 g.L-1) 1 (0.5 g.L-1) 1 (0.9 g.L-1) -1 (0.2 g.L-1) -1 (0.2 g.L-1) -1 (6) 16,62 27,40 31,55 
7 -1 (1%) 1 (0.5 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) 1 (1.2 g.L-1) 1 (0.5 g.L-1) 1 (0.9 g.L-1) 1 (3.8 g.L-1) -1 (0.2 g.L-1) -1 (6) 16,62 30,38 35,44 
8 1 (3%) -1 (0.1 g.L-1) 1 (0.5 g.L-1) -1(0.2 g.L-1) 1 (0.5 g.L-1) 1 (0.9 g.L-1) 1 (3.8 g.L-1) 1 (1.8 g.L-1) -1 (6) 16,49 27,27 37,26 
9 1 (3%) 1 (0.5 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1 1 (1.2 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) 1 (0.9 g.L-1) 1 (3.8 g.L-1) 1 (1.8 g.L-1) 1(8) 23,63 36,61 40,64 
10 -1 (1%) 1 (0.5 g.L-1) 1 (0.5 g.L-1) -1(0.2 g.L-1) 1 (0.5 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) 1 (3.8 g.L-1) 1 (1.8 g.L-1) 1(8) 20,64 36,48 39,34 
11 -1 (1%) -1 (0.1 g.L-1) 1 (0.5 g.L-1) 1 (1.2 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) 1 (0.9 g.L-1) -1 (0.2 g.L-1) 1 (1.8 g.L-1) 1(8) 18,18 37,91 40,77 
12 1 (3%) -1 (0.1 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) 1 (1.2 g.L-1) 1 (0.5 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) 1 (3.8 g.L-1) -1 (0.2 g.L-1) 1(8) 27,91 46,35 47,65 
13 -1 (1%) 1 (0.5 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) -1(0.2 g.L-1) 1 (0.5 g.L-1) 1 (0.9 g.L-1) -1 (0.2 g.L-1) 1 (1.8 g.L-1) -1 (6) 14,67 27,14 28,95 
14 -1 (1%) -1 (0.1 g.L-1) 1 (0.5 g.L-1) -1(0.2 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) 1 (0.9 g.L-1) 1 (3.8 g.L-1) -1 (0.2 g.L-1) 1(8) 17,53 31,42 37,26 
15 -1 (1%) -1 (0.1 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) 1 (1.2 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) 1 (3.8 g.L-1) 1 (1.8 g.L-1) -1 (6) 18,05 30,12 35,31 
16 -1 (1%) -1 (0.1 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) -1(0.2 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) -1 (0.1 g.L-1) -1 (0.2 g.L-1) -1 (0.2 g.L-1) -1 (6) 14,93 22,33 26,88 
17 0 (2%) 0 (0.3 g.L-1) 0 (0.3 g.L-1) 0 (0.7 g.L-1) 0 (0,3 g.L-1) 0 (0,5 g.L-1) 0 (2,0 g.L-1) 0 (1,0 g.L-1) 0 (7) 15,97 27,91 28,43 
18 0 (2%) 0 (0.3 g.L-1) 0 (0.3 g.L-1) 0 (0.7 g.L-1) 0 (0,3 g.L-1) 0 (0,5 g.L-1) 0 (2,0 g.L-1) 0 (1,0 g.L-1) 0 (7) 17,40 25,84 28,04 






Figura 29. Diagrama de Paretto dos efeitos padronizados para o planejamento Plackett & 
Burman (PB 16) utilizando como variável resposta a quantificação de quitinase (DNS) 
produzida por A. psychrochitiniphilus 492 após de 96 h a 15 °C e 150 rpm (p < 0,1). 
 
 Nesse sentido, realizou-se um segundo planejamento experimental, um 
Plackett & Burman (PB 8) com 8 ensaios e 3 pontos centrais. A quantificação de 
quitinase aumentou para 71,40 U/mL (Tabela 17). 
Tabela 17. Matriz do planejamento Plackett & Burman (PB) com 8 ensaios e 3 pontos centrais 
utilizada para avaliar o efeito de 4 variáveis na produção de quitinase por A. 













1 1 (4%) -1(0.3 g.L-1) -1 (0.7 g.L-1) 1 (5.0 g.L-1) 52,97 56,47 
2 1 (4%) 1 (0.9 g.L-1) -1 (0.7 g.L-1) -1 (1.0 g.L-1) 56,73 63,23 
3 1 (4%) 1 (0.9 g.L-1) 1 (1.7 g.L-1) -1 (1.0 g.L-1) 59,33 68,16 
4 -1 (2%) 1 (0.9 g.L-1) 1 (1.7 g.L-1) 1 (5.0 g.L-1) 66,99 68,94 
5 1 (4%) -1(0.3 g.L-1) 1 (1.7 g.L-1) 1 (5.0 g.L-1) 58,29 58,94 
6 -1 (2%) 1 (0.9 g.L-1) -1 (0.7 g.L-1) 1 (5.0 g.L-1) 54,79 58,42 
7 -1 (2%) -1(0.3 g.L-1) 1 (1.7 g.L-1) -1 (1.0 g.L-1) 46,61 52,84 
8 -1 (2%) -1(0.3 g.L-1) -1 (0.7 g.L-1) -1 (1.0 g.L-1) 35,83 48,82 
9 0 (3%) 0 (0.6 g.L-1) 0 (1.2 g.L-1) 0 (3.0 g.L-1) 68,81 71,40 
10 0 (3%) 0 (0.6 g.L-1) 0 (1.2 g.L-1) 0 (3.0 g.L-1) 62,97 65,04 






 As 4 variáveis analisadas no PB 8 apresentaram efeito positivo 
estatisticamente significativo (p < 0,1) em ambos os tempos de incubação avaliados 






Figura 30. Diagrama de Paretto dos efeitos padronizados para o planejamento Plackett & 
Burman (PB) 8 utilizando como variável resposta a quantificação de quitinase (DNS) 
produzida por A. psychrochitiniphilus 492 incubado a 15 °C e 150 rpm (p < 0,1). A) 72 h; B) 






De acordo com os resultados da otimização de quitinase do planejamento 
anterior, realizou-se um terceiro planejamento experimental, um fatorial fracionado  
25-1. Neste planejamento foram avaliadas as quatro variáveis utilizadas anteriormente, 
sendo incluída a variável independente temperatura (Tabela 18). Nesse planejamento 
verificou-se que temperatura apresentou efeito negativo estatisticamente sigificativo 
(p < 0,1), nos dois tempos de incubação avaliados (Figura 31).  
A variável NH4NO3 apresentou efeito positivo estatisticamente significativo (p < 
0,1) a 72 h. de incubação, enquanto o extrato de levedura apresentou efeito positivo 
estatisticamente significativo (p < 0,1) a 96 h de incubação. Por outro lado, a 
concentração de quitina coloidal não apresentou efeito estatisticamente significativo, 
embora nos ensaios com os maiores valores de atividade de quitinase, esta variável 
estava com concentração máxima de 5% (Tabela 18). A maior concentração de 
quitinase foi de 91,27 U/mL, um aumento de 3,2 vezes comparado ao meio de cultura 
basal, sem otimização (28,8 U/mL). As variáveis independentes temperatura e K2HP0 







Tabela 18. Planejamento fatorial fracionado 25-1 para avalição da influência de 5 variáveis sobre a produção de quitinase por A. 
psychrochitiniphilus 492 (após de 72 h e 96 h a 15°C e 150 rpm). 
Ensaios Quitina Ext. de levedura K2HP0 NH4NO3 T (°C) 
Quitinase DNS (U/mL) 
72 h 
Quitinase DNS (U/mL) 
96 h 
1 -1 (3%) -1 (0,5 g.L-1) -1 (0,4 g.L-1) -1 (1,1 g.L-1) 1 (25) 17,40 25,19 
2 1 (5%) -1 (0,5 g.L-1) -1 (0,4 g.L-1) -1 (1,1 g.L-1 -1 (15) 37,53 54,27 
3 -1 (3%) 1(1,5 g.L-1) -1 (0,4 g.L-1) -1 (1,1 g.L-1 -1 (15) 31,94 85,55 
4 1 (5%) 1(1,5 g.L-1) -1 (0,4 g.L-1) -1 (1,1 g.L-1 1 (25) 20,77 29,47 
5 -1 (3%) -1 (0,5 g.L-1) 1 (1,4 g.L-1) -1 (1,1 g.L-1 -1 (15) 28,17 50,63 
6 1 (5%) -1 (0,5 g.L-1) 1 (1,4 g.L-1) -1 (1,1 g.L-1 1 (25) 21,39 33,24 
7 -1 (3%) 1(1,5 g.L-1) 1 (1,4 g.L-1) -1 (1,1 g.L-1 1 (25) 20,81 25,71 
8 1 (5%) 1(1,5 g.L-1) 1 (1,4 g.L-1) -1 (1,1 g.L-1 -1 (15) 34,80 88,15 
9 -1 (3%) -1 (0,5 g.L-1) -1 (0,4 g.L-1) 1 (5.3 g.L-1) -1 (15) 29,73 53,75 
10 1 (5%) -1 (0,5 g.L-1) -1 (0,4 g.L-1) 1 (5.3 g.L-1) 1 (25) 22,26 29,47 
11 -1 (3%) 1(1,5 g.L-1) -1 (0,4 g.L-1) 1 (5.3 g.L-1) 1 (25) 21,55 23,11 
12 1 (5%) 1(1,5 g.L-1) -1 (0,4 g.L-1) 1 (5.3 g.L-1) -1 (15) 37,26 91,27 
13 -1 (3%) -1 (0,5 g.L-1) 1 (1,4 g.L-1) 1 (5.3 g.L-1) 1 (25) 21,67 24,93 
14 1 (5%) -1 (0,5 g.L-1) 1 (1,4 g.L-1) 1 (5.3 g.L-1) -1 (15) 39,47 58,03 
15 -1 (3%) 1(1,5 g.L-1) 1 (1,4 g.L-1) 1 (5.3 g.L-1) -1 (15) 32,85 73,48 
16 1 (5%) 1(1,5 g.L-1) 1 (1,4 g.L-1) 1 (5.3 g.L-1) 1 (25) 25,70 23,63 
17 0 (4%) 0 (1,0 g.L-1) 0 (0,9 g.L-1) 0 (3.2 g.L-1) 0 (20) 34,54 71,53 
18 0 (4%) 0 (1,0 g.L-1) 0 (0,9 g.L-1) 0 (3.2 g.L-1) 0 (20) 33,76 69,46 













Figura 31. Diagrama de Paretto dos efeitos padronizados para o planejamento fatorial 
fracionado 25-1 utilizando como variável resposta a quantificação de quitinase (DNS) produzida 








A seguir, foi então realizado um delineamento composto central rotacional 
(DCCR) 23, com as seguintes variáveis: quitina coloidal (1,65 – 5,85%), extrato de 
levedura (0,73 a 2,07 g/L) e NH4NO3 (1,11 a 5,49 g/L) (Tabela 17). As 3 variáveis 
(quitina, extrato de levedura e NH4NO3) apresentaram efeito estatisticamente 
significativo (p< 0,1), e somente a quitina apresentou efeito positivo (Tabela 19). 
 
Tabela 19. Delineamento Composto Central Rotacional DCCR 23 para otimização da 














1 2,5 1 2 88,09 96,08 
2 5 1 2 176,39 222,73 
3 2,5 1,8 2 41,10 65,81 
4 5 1,8 2 106,81 112,58 
5 2,5 1 4,6 68,49 94,45 
6 5 1 4,6 94,90 110,28 
7 2,5 1,8 4,6 87,64 120,18 
8 5 1,8 4,6 99,71 99,65 
9 1,65 1,4 3,3 77,80 65,64 
10 5,85 1,4 3,3 91,07 71,33 
11 3,75 0,73 3,3 146,81 212,87 
12 3,75 2,07 3,3 96,11 133,67 
13 3,75 1,4 1,11 109,49 211,03 
14 3,75 1,4 5,49 15,90 28,59 
15 3,75 1,4 3,3 85,46 198,79 
16 3,75 1,4 3,3 93,06 152,45 












Tabela 20. Coeficiente de Regressão DCCR 23 para otimização da produção de quitinase por 
A. psychrochitiniphilus 492 (após de 72 h de incubação a 15 °C e 150 rpm). R2 0,85%. 
Fator 
Coeficiente de  
Regressão 
Erro padrão T value P value (p < 0,1) 
Média 0,12 0,01 12,51 0,0000 
Quitina (L) 0,02 0,01 3,01 0,0130 
Extrato de levedura (L) -0,02 0,01 -2,49 0,0318 
Extrato de levedura (Q) 0,02 0,01 2,85 0,0173 
NH4NO3 (L) -0,02 0,01 -3,08 0,0116 
Quitina x NH4NO3  -0,02 0,01 -2,12 0,0603 
Extrato de levedura x NH4NO3 0,03 0,01 2,58 0,0275 
 
 
O modelo quadrático ajustado das superfícies de contorno foi avaliado através 
da análise de variância (Anova). A Anova demonstrou que o modelo é significativo 
pelo teste de Fisher (testeF = Fcalculado = 7,3), superior ao Ftabelado = 6;10;0,1;2,46. R2 = 
85,5%. Os valores preditos e experimentais ficaram próximos (Figura 34). Assim, a 
equação matemática foi utilizada: Atividade de quitinase (72 h) = 0,12 + 0,02 (Quitina) 
- 0,02 (Extrato de levedura) + 0,02 (Extrato de levedura) ² - 0,02 (NH4NO3) - 0,02 













Figura 32. Valores preditos e experimentais para produção de quitinase por A. 
psychrochitiniphilus 492 a 15°C e 150 rpm. A) Após de 72 h de incubação; B) Após 96 h de 
incubação. 
 
No entanto, as superfícies de contorno indicam que a concentração máxima de 
quitina como substrato indutor da produção de quitinase por A. psychrochitiniphilus 
492 não foi atingida e as concentrações de extrato de levedura e NH4NO3 





A) B)  
C)  
 
Figura 33. Superfícies de contorno para produção de quitinase por A. psychrochitiniphilus 
492, DCCR 23, (p < 0,1) após 72 h de incubação. A) extrato de levedura versus Quitina; B) 
NH4NO3 versus Quitina; C) NH4NO3 versus Extrato de levedura.  
 
Por outro lado, quando utilizado o tempo de incubação de 96 h para produção 
de quitinase por A. psychrochitiniphilus 492, apenas a quitina e NH4NO3 apresentaram 










Tabela 21. Coeficiente de Regressão DCCR 23 para otimização da produção de quitinase por 
A. psychrochitiniphilus 492 (após 96 h de incubação a 15 °C e 150 rpm).  R2 0,85% 
 
Fator Coeficiente de regressão Erro padrão T value P value (p < 0,1) 
Média 0,27 0,03 9,38 0,0000 
Quitina (L) 0,04 0,02 2,05 0,0634 
Quitina (Q) - 0,04 0,02 -2,13 0,0547 
NH4NO3 (L) -0,04 0,02 -2,30 0,0398 
NH4NO3 (Q) -0,04 0,02 -2,17 0,0512 
 
 
O modelo quadrático ajustado das superfícies de resposta e de contorno foi 
avaliado através da análise de variância (Anova). A Anova demonstrou que o modelo 
é significativo pelo teste de Fisher (testeF = Fcalculado = 4,3), superior ao Ftabelado = 
4;12;0,1;2,48, R2 = 85% (Tabela 20). Os valores preditos e experimentais ficaram 
próximos (Figura 33). Assim, o modelo matemático foi utilizado: Atividade de quitinase 
(96 h) = 0,27 + 0,04 (Quitina) - 0,04 (Quitina)² - 0,04 (NH4NO3) - 0,04 (NH4NO3)². As 
superfícies de resposta e de contorno indicam que a concentração ótima de quitinase 
foi atingida em 96 h de incubação com a concentração de quitina variando entre 3,3 a 
5,5% e NH4NO3 entre 1,5 a 3,5 g/L (Figura 34). 
 
Tabela 22. Tabela Anova do DCCR 23 para produção de quitinase por A. psychrochitiniphilus 





quadrados - SQ 
Graus de 
liberdade – GL  
Quadrado 




Regressão 0,1 4 0,0 4,3 0,02266 
Resíduo 0,1 12 0,0   
F-ajuste  0,1 10 0,0 217,4 0,00459 
Erro puro 0,0 2 0,0   










Figura 34. Superfícies de resposta e de contorno para produção de quitinase por A. 
psychrochitiniphilus 492, DCCR 23, após 96 h de incubação (p < 0,1). Interação entre NH4NO3 
versus quitina. A) Superfície de resposta; B) Superfície de contorno. 
 
Após os ensaios de otimização da produção de quitinase por A. 
psychrochitiniphilus 492, verificou-se que a quitina coloidal é um excelente indutor da 
produção e que NH4NO3 é melhor que o extrato de levedura como fonte de nitrogênio, 
especialmente quando cultivado por 96 h de incubação.  
Foi observado um aumento de 7,7 vezes da atividade enzimática quando 
comparada a atividade máxima do DCCR 23 (222,73 U/mL) com aquela obtida com o 
meio de cultura sem otimização (28,80 U/mL), sendo assim o planejamento 
experimental se mostrou como uma ferramenta eficiente na otimização da produção 
de quitinase pela bactéria da Antártica A. psychrochitiniphilus 492. 
A otimização da produção de quitinase por outra bactéria da Antártica, isolada 
de areia da praia na ilha Rei George, a Sanguibacter antarcticus KOPRI 21702, 
foi realizada utilizando planejamento de Plackett & Burman (PB) e a atividade 
máxima foi de 90 U/L, com aumento de 7,6 vezes quando comparado ao meio 
de cultura sem otimização (HAN et al. 2011). Os autores observaram que 
glicerol e quitina foram as fontes de carbono que apresentaram melhor efeito 
positivo, enquanto a glicose apresentou efeito inibidor na produção de quitinase 






5.9. Efeito da temperatura na atividade de quitinase produzida por A. 
psychrochitiniphilus 492 
O sobrenadante do cultivo submerso (extrato bruto) de A. psychrochitiniphilus 
492 após 96 h foi submetido a ensaios em diferentes temperaturas e verificou-se que 
a enzima apresentou atividade enzimática em uma ampla faixa de temperatura (10 ºC 
– 50 ºC), com atividade máxima a 35 ºC. É importante ressaltar que a quitinase 
produzida por A. psychrochitiniphilus 492 apresentou cerca de 40% de atividade 
residual em temperaturas baixas, como 10 e 15 ºC (Figura 35). 
 
 
Figura 35. Influência da temperatura de incubação na atividade enzimática de quitinase 
produzida por A. psychrochitiniphilus 492 a 15 °C, 150 rpm e 96 h de incubação. 
Este resultado é interessante, uma vez que A. psychrochitiniphilus 492 foi 
isolada do ambiente Antártico e a quitinase produzida por esta bactéria apresenta 
atividade ótima em temperaturas relativamente altas (Figura 35). Diferentes enzimas 
produzidas por bactérias isoladas de ambientes frios, como a Antártica, têm 
apresentado resultado similar, com atividade ótima em temperaturas bem acima 
daquelas encontradas nestes locais. Exemplos são a protease produzida por 
Pseudomonas sp. com atividade ótima a 40 °C (VAZQUEZ et al. 2004); a lipase 
produzida por Bacillus pumilus com temperatura ótima também a 40 °C (ARIFIN et al. 
2013), e a quitinase produzida por S. antarcticus KOPRI 21702 com atividade máxima 
a 25 °C (HAN et al. 2011), enquanto a protease produzida por Arthrobacter sp. A08 









 As bactérias isoladas de amostras marinhas e terrestres da Antártica 
apresentam potencial para produção de esteraeses, lipases e quitinaes, sendo 
as esterases as enzimas mais abundantes nos isolados daquele ambiente, 
evidenciando assim o potencial biotecnológico do continente Antártico para 
estudos de prospecção de enzimas hidrolases. 
 
 As bactérias esterase, lipase e quitinase positivas foram isoladas 
principalmente de amostras de sedimento marinho, solo e solo com biofilme da 
Antártica, embora as quitinases também tenham sido isoladas em alta 
quantidade a partir de invertebrados marinhos. Estes resultados sugerem estes 
ambientes como hot spots para a prospecção de micro-organismos produtores 
de enzimas de interesse industrial. 
 
 As bactérias com atividade positiva para ao menos uma enzima avaliada foram 
identificadas como pertencentes aos filos Actinobacteria, Proteobacteria, 
Firmicutes e Bacteroidetes, sendo os gêneros Psychrobacter e Arthrobacter os 
mais abundantes. Estes dados demonstram a versatilidade metabólica dos 
organismos destes grupos para utilização de diferentes substratos como 
mecanismo de adaptação em ambientes oligotróficos como a Antártica. 
 
 A maior parte das bactérias com atividade de quitinase foi identificada como 
pertencente ao Filo Actinobacteria e à espécie Arthrobacter 
psychrochitiniphilus, corroborando o grande potencial de produção de 
quitinases deste grupos microbiano. 
 
 A produção de quitinase por A. psychrochitiniphilus 492 aumentou 7,7 vezes quando 
comparado ao meio de cultura basal, demonstrando o potencial da ferramenta de 
planejamento experimental para otimizar a produção de quitinase pela bactéria 
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